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Ingeniería Genética 
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Título del estudio: FARMACOGENÉTICA DE LA QUIMIOTERAPIA DE LOS 
TUMORES GASTROINTESTINALES 
 
 
Introducción: Las fluoropirimidinas son agentes citotóxicos utilizados en el esquema de 
primera línea para el tratamiento de las neoplasias de origen gastrointestinal. Aunque su 
empleo ha significado un incremento en los tiempos de sobrevida para los pacientes con 
tumores avanzados, aún persiste una elevada incidencia (>20%) de reacciones tóxicas graves, 
así como fracasos en la respuesta para un número importante de pacientes. La enzima 
timidilato sintasa (TS) es el blanco farmacológico de las fluoropirimidinas y como tal se ha 
propuesto como un potencial marcador de pronóstico para la quimioterapia basada en 
fluoropirimidinas. Objetivo: En el presente trabajo se abordó el problema de validar a TS 
como biomarcador de respuesta a quimioterapia en tumores de origen gastrointestinal desde 
un punto de vista farmacogenético. Métodos: Para ello se evaluó la presencia de algunas 
variantes de línea germinal en las regiones no codificantes del gen TYMS y su asociación con 
la respuesta clínica y la toxicidad a fluoropirimidinas, asi como su relación con la expresión 
tisular de la enzima TS. Resultados: Se estableció que los pacientes con cáncer colorrectal 
(CCR) con el genotipo  2R/2R (rs45445694), tienen un mayor riesgo (OR=10.000, p=0.021) 
de presentar toxicidad grave. En un análisis prospectivo en pacientes con tumores 
gastrointestinales que recibieron quimioterapia basada en fluoropirimidinas, se asoció la 
presencia conjunta del alelo 3R(rs45445694) y del alelo G (rs2853542) con un fracaso en la 
respuesta al tratamiento (OR=4.684, p=0.004), mientras que la presencia del genotipo 
6bp+/6bp+ para la variante en la región 3’UTR del gen (rs151264360) se asoció con una 
respuesta positiva al tratamiento (OR=4.176, p=0.004). Ninguno de los genotipos analizados 
se asoció con la expresión (mRNA) de TS en tejido tumoral.  
Conclusiones: Tomando en conjunto estos resultados se propone que las variantes en 
regiones no codificantes del gen TYMS son biomarcadores genéticos de respuesta y toxicidad 
a la quimioterapia en pacientes con tumores gastointestinales. 
Este es el primer trabajo que aborda la farmacogenética de la quimioterapia de los tumores 
gastrointestinales en población mexicana y por primera vez se identifica el diplotipo 3RG 
como marcador independiente de fracaso en la respuesta clínica a las fluoropirimidinas. 
 
 
 
 
_________________________________________________________________________ 
Dr.C. Augusto Rojas Martínez 
Director de Tesis  
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ABSTRACT 
Fluoropyrimidines are a class of cytotoxic drugs used in the treatment of gastrointestinal 
neoplasms. Even though their use has resulted in longer survivals for patients with avanzed 
tumors, severe toxicity has also been evident (>20%) as well as a failed outcome for some 
patients. Fluoropyrimidines targets thymidylate synthase (TS) enzyme. The latter has been 
proposed as a potential predictive response marker for fluoropyrimidine-based treatment. In 
the present work it was hypothesized if TS is a potential pharmacogenetic biomarker for 
fluoropyrimidne-based chemotherapy response in patients with gastrointestinal tumors. In 
behalf of this, it was evaluated the presence of germ-line variants in the untranslated regions 
of the TYMS gene and their association with response and toxicity in a group of patients with 
gastrointestinal tumors treated with fluoropyrimidine-based chemotherapy. It was also 
evaluated the expressionión of TS in tumor samples from these patients. It was stablished 
that colorrectal cancer patients witn the 2R/2R genotype (rs45445694) has a higher risk of 
severe toxicity (OR=10.000, p=0.021). In a prospective analysis of patients with 
gastrointestinal tumors, we found an association of alleles 3R(rs45445694) and G 
(rs2853542) with a worse response to chemotherapy (OR=4.684, p=0.004). The presence of 
the 6bp+/6bp+ genotype in the 3’UTR variant (rs151264360) was associated with a better 
response to chemotherapy (OR=4.176, p=0.004). None of the genotypes evaluated was 
associated with the expression (mRNA) of TS in tumor samples. Taking together these 
results, it is proposed that germ-line variants in the UTR regions of the TYMS gene are genetic 
biomakers for response and toxicity in fluoropyrimidine-based chemotherapy treatment of 
patients with avanzed gastrointestinal tumors.  
This is the first study related to pharmacogenetics of the chemotherapy of gastrointestinal 
tumors in mexican population and for the first time it is proposed the 3RG diplotype as an 
independent marker for response failure to fluoropyrimidines.  
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 INTRODUCCIÓN  
 
1.1. Tumores gastrointestinales 
Los tumores malignos del tubo digestivo que incluyen el cáncer gástrico (CG), el cáncer de 
esófago (CE) y el cáncer colorrectal (CCR) ocupan niveles importantes de incidencia y 
mortalidad a nivel mundial, siendo el CCR el segundo y tercero en incidencia en mujeres y 
hombres respectivamente. Solo el CG es responsable por la muerte de más de 700 mil 
personas/ año, siendo la tercera causa de muerte por cáncer en el mundo. 1  
En México los tumores gastrointestinales tienen tasas brutas de letalidad elevadas, de entre 
el 54% para el CCR y el 92% para el CE. Aunque, en las últimas dos décadas el CG ha 
mostrado una tendencia favorable con una reducción del 1,8%/año en la tasa de 
defunción/100 mil habitantes, el CCR ha mostrado una tendencia contraria, con aumentos 
sostenidos del 2%/año (1, 2).  
Para el CG se ha reportado una incidencia local importante de esta enfermedad en personas 
menores de 35 años con diagnóstico en estados avanzados y con prevalencia de CG de tipo 
difuso, lo que en suma se asocia a un pobre pronóstico. Se ha documentado que el riesgo de 
CG en México aumenta con la edad, su diagnóstico se hace generalmente en etapas avanzadas 
y el pronóstico está relacionado principalmente con la estadificación del tumor, siendo la 
sobrevida global a 5 años del 10-20% dependiendo de la etapa clínica y en concordancia con 
lo reportado a escala mundial (3-5).  
El CCR en México es predominante en los estados del norte del país en los cuales a pesar de 
contar con un estrato económico medio-alto, existe una dieta baja en fibra y rica en carnes 
rojas y grasas que se asocian con un riesgo mayor a desarrollar CCR. A pesar de la existencia 
de procedimientos no invasivos como la detección de sangre oculta en heces y semi-invasivos 
como la colonoscopia, que permiten una detección temprana de la enfermedad, en México el 
CCR se detecta generalmente en estados avanzados (6, 7). No existen datos precisos a nivel 
nacional acerca de la epidemiología del CCR en México, sin embargo en un estudio local se 
1 GLOBOCAN 2012. http:// globocan.iarc.fr/ 
1 
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estableció una supervivencia global a 5 años del 30-90% dependiendo de la etapa en la que 
se detecta la enfermedad (8). 
1.2. Tratamiento quimioterapéutico de los tumores gastrointestinales 
Para el CG, La gastrectomía es en la actualidad la mejor alternativa de tratamiento para el 
CG resecable, presente frecuentemente en los estadíos más tempranos de la enfermedad 
(etapa clínica IA). La resección quirúrgica con fines curativos en estados más avanzados se 
lleva a cabo en combinación con quimioterapia como estrategia adjuvante peri-operatoria. 
En el cáncer gástrico metastásico (etapas clínicas IIIB y IV) se recurre a la quimioterapia, 
bien combinada o no con radioterapia. A este respecto, existe evidencia de que la 
quimioterapia representa un beneficio en términos de supervivencia para los pacientes en 
estados avanzados de la enfermedad, cuando se compara con un tratamiento únicamente de 
soporte (9, 10).  
 European Society 
for Medical 
Oncology, UK 
(11) 
National 
Comprehensive 
Cancer Network, 
USA (12) 
Secretaría de 
Salud de México 
(13) 
Japanese Gastric 
Cancer 
Association (14) 
Esquema 
adyuvante de 
primera línea 
ECF ó 
cisplatino+5-FU+ 
trastuzumab para 
Her2/neu+  
ECF ó cisplatino+5-
FU  
ECF ó 
cisplatino+5-FU+ 
trastuzumab para 
Her2/neu+  
S-1 + cisplatino 
Esquema 
neoadyuvante* 
ECF ó  EOX  cisplatino+5-FU+ 
trastuzumab para 
Her2/neu+  
ECF ó DCF En investigación 
Esquema de 
segunda línea 
Irinotecan  No hay 
recomendación 
No hay 
recomendación 
No hay 
recomendación 
Tabla 1. Esquemas de tratamiento quimioterapéutico para el CG. ECF=Epirubicina (E), Cisplatino (C), 5-FU 
(F). EOX=Epirubicina (E), Oxaliplatino (O), Capecitabina (X). S-1= tegafur+gimeracil+oteracilpotásico. 
DCF=Docetaxel (D), Cisplatino (C), 5-FU (F). * Esquema neoadyuvante para cáncer metastásico y 
localmente avanzado. 
 
Aunque varios estudios clínicos justifican el uso de la quimioterapia adjuvante y 
neoadjuvante en el CG, en general no existe un consenso sobre cuál debería ser el esquema 
estándar, por lo que varios países han adoptado diferentes esquemas (tabla 1). Aun así, el uso 
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de fluoropirimidinas como el 5-fluorouracilo (5-FU), se han convertido en los fármacos de 
referencia para la mayoría de los tratamientos y estudios clínicos actuales (11, 15). 
Aunque no existe una guía específica de tratamiento clínico-quirúrgica para el CCR en 
México, según las recomendaciones de la Secretaría de Salud, la columna vertebral del 
tratamiento quimioterapéutico del CCR está basado principalmente en el uso de 
fluoropirimidinas y compuestos análogos a los que se les ha sumado el Oxaliplatino y el 
Irinotecan (tabla 2).  
 European 
Society for 
Medical 
Oncology, 
UK  
National 
Comprehensive 
Cancer 
Network, USA 
Secretaría de 
Salud de México  
Japanese Society for  
Cancer of the Colon and 
Rectum (16) 
Esquema 
adyuvante de 
primera línea 
FOLFOX4 + 
Panitumumab/
Cetuximab 
para Kras wt 
ó CAPEOX  
FOLFOX  ó 5-
FU + LV ó 
Capecitabina  
FOLFOX  ó 
FOLFIRI ó 
CAPEOX +/- 
Bevacizumab  
5-FU + LV ó Capecitabina 
ó FOLFOX4 
Esquema 
neoadyuvante* 
5-FU+ LV ó 
CAPEOX ó 
FOLFOXIRI 
+ 
Bevacizumab  
FOLFIRI+ 
Panitumumab/C
etuximab para 
Kras wt ó 
FOLFIRI+ 
Bevacizumab  
5-FU ó 5-FU + 
LV  
5-FU+LV +/- 
Bevacizumab ó CAPEOX 
+/- Bevacizumab ó 
FOLFOX4 + 
Panitumumab/Cetuximab 
para Kras wt  ó FOLFIRI+ 
Panitumumab/Cetuximab 
para Kras wt  
Esquema de 
segunda línea 
FOLFOX + 
Bevacizumab 
ó FOLFIRI + 
Aflibercept 
FOLFOX + 
Bevacizumab ó 
CAPEOX + 
Bevacizumab ó 
FOLFIRI + 
Aflibercept 
 FOLFOX4 + Bevacizumab 
ó FOLFIRI + 
Bevacizumab  
Tabla 2. Esquemas de tratamiento quimioterapéutico para el CCR. FOLFOX= Ácido Folinico (LV), 5-FU, 
Oxaliplatino. CAPEOX= Capecitabina, Oxaliplatino. FOLFOXIRI = 5-FU, Oxaliplatino, Irinotecan. 
FOLFIRI= Ácido Folinico (LV), 5-FU, Irinotecan. * Esquema neoadyuvante para cáncer metastásico y 
localmente avanzado 
La evidencia clínica sugiere un beneficio superior con el esquema combinado basado en 5-
fluorouracilo, Leucovorina y Oxaliplatino (FOLFOX) en términos de supervivencia libre de 
enfermedad y supervivencia global frente a otros esquemas de tratamiento en la 
quimioterapia adyuvante del  CCR, así como un beneficio en términos de supervivencia en 
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la terapia paliativa del CCR avanzado frente a un tratamiento exclusivamente de soporte (17). 
La tasa de supervivencia global a tres años de los esquemas basados en 5-FU, alcanza el 86% 
en pacientes con CCR no metastásico y dentro de los efectos tóxicos del tratamiento, los más 
comunes son neutropenia (54%), náuseas (37%), neuropatía (38%) y anemia (33%). Más 
recientemente se han introducido los productos de la terapia molecular dirigida como el 
Cetuximab, el Bevacizumab y el Panitumumab, sin embargo, debido a su alto costo en 
México estos agentes están al alcance de unos pocos pacientes generalmente vinculados a 
estudios clínicos financiados por la industria farmacéutica y aquellos beneficiarios de seguros 
médicos privados (7). 
1.3. Aspectos farmacocinéticos y farmacodinámicos de las fluoropirimidinas: 5-FU 
 
Como se ha mencionado previamente, las fluoropirimidinas utilizadas en monoterapia o en 
combinación con otros agentes componen la columna vertebral del tratamiento 
quimioterapéutico del CG y del CCR, siendo el 5-FU de administración sistémica el fármaco 
más antiguo de esta familia de agentes citotóxicos y el de más amplio uso en la actualidad. 
Los efectos citotóxicos del 5-FU se han relacionado a tres de sus metabolitos: 1) La 5-
fluorouridina-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato (FdUTP),  el cual se puede incorporar en el ADN 
y genera la  formación de sitios abásicos (AP) por el sistema BER (Reparación por Escisión 
de Bases), 2) La 5-fluorouridina-5’-trifosfato (FUTP),  que se incorpora al ARN y altera su 
proceso de maduración a mARN (18) y 3) La 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-monofosfato 
(FdUMP). Este último metabolito se há identificado como el principal responsable del efecto 
antitumoral del 5-FU.  Mediante la formación de un complejo ternario con la enzima 
timidilato sintasa (TS) y el 5,10-Metilentetrahidrofolato poliglutaminado (5,10-MTHF), el 
FdUMP ejerce  una inhibición no competitiva sobre la enzima TS, siendo esta necesaria para 
la síntesis de dTMP, lo cual conduce simultaneamente al desabastecimiento de dTTP y a la 
acumulación de dUTP, con la subsecuente incorporación errónea de este deoxinucleotido en 
el ADN y a su vez a la denominada apoptosis por deficiencia de timina (19-22) (Figura 1). 
Estudios recientes han mostrado evidencia de los mecanismos moleculares asociados al daño 
causado por el 5-FU sobre el ADN mediante la incorporación de dUTP y FdUTP y su 
reparación mediante el sistema BER, aunque la relevancia y contribución de este efecto en 
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la  citotoxidad global del fármaco no está bien establecida y en cambio parece más importante 
la contribución de la incorporación de FUTP en el ARN como vía alterna del efecto citotóxico 
del 5-FU (23-27). La principal vía de eliminación del fármaco es hepática, en donde más del 
80% del fármaco administrado es metabolizado rápidamente por la enzima dihidropirimidina 
deshidrogenasa (DPD) y convertido al metabolito farmacológicamente inactivo 5-fluoro 5,6-
dihidrouracilo (FUH2), siendo éste el paso limitante del metabolismo de detoxificación del 
5-FU (Figura 1). Otros pasos sucesivos se encargan de la transformación de este último 
metabolito en fluoro- β-alanina (FBAL) el cuál es eliminado vía renal y en un pequeño 
porcentaje en forma conjugada vía biliar (28, 29). 
 
Figura 1. Metabolismo y mecanismo de acción del 5-FU. SLC22A7=Transportador de influjo. ABCC4, 
ABCC 2-4 = Transportadores de eflujo. TP= timidina fosforilasa, TK1=timidina cinasa. TS=timidilato 
sintasa. DPD=dihidropirimidina deshidrogenasa. DHP=dihidropirimidinasa. BUP-1=β-ureidopropionasa. 
UMPS=Uridina monofosfato sintasa/orotatofosforribosil transferasa. RR=ribonucleótido reductasa. Los 
metabolitos se describen en el cuerpo del documento. La flecha truncada indica inhibición. 
El restante 20% del fármaco administrado se elimina de manera inalterada por la orina en un 
lapso de 6 horas, de esto el 90% es excretado en la prmera hora. El aclaramiento total 
(corporal) del 5-FU varía debido a la forma de administración: 0,5-1,5 L/min para la 
administración en bolo y 5-58 L/min para la administración por infusión intravenosa 
continua. Se piensa que en el segundo modo de administración participan el pulmón y el 
riñón, además del hígado, como tejidos catabólicos (30, 31). 
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El rango óptimo de área bajo la curva (AUC) para 5-FU ha sido propuesto en 20-25 mg*h/L 
en combinación con Leucovorina (LV) y en 25-30 mg*h/L en combinación con cisplatino 
(32, 33). Estos valores de AUC en estado estacionario se corresponden con concentraciones 
en estado estacionario (CEE) de 2500-3000 ng/mL para infusiones de 8h y de 830-1040 ng/mL 
para infusiones de 24 h. Los estudios farmacocinéticos previos indican que para obtener 
resultados reproducibles y con el fin de monitorear la concentración plasmática del fármaco, 
debe tomarse la muestra sanguínea hacia el final de la infusión, durante el estado estacionario, 
cuidando de no tomar muestras cuando en la bomba de infusión se haya agotado la solución 
del fármaco, dado que la concentración cae rápidamente 30 minutos después de suspendida 
la infusión (30). De esta manera en infusión continua solo se requiere de una muestra 
recolectada en el estado estacionario, esto es, de entre 2 h de iniciada, durante la infusión y 
hasta el final de la misma (33, 34). 
Una vez establecida la concentración del fármaco en el estado estacionario, el AUC se puede 
calcular usando la siguiente fórmula: 
 AUCTic = CEE * Tic    [fórmula 1] 
Dónde: AUCTic = área bajo la curva durante el tiempo de infusión continua Tic, CEE = 
Concentración plasmática en el estado estacionario, Tic = Intervalo de tiempo de infusión 
continua. Esta fórmula para un periodo de infusión de 24 horas se convierte en: 
AUC24h (mg*h/L) =CEE (ng/mL)*24h/1000   [fórmula 2] 
Siendo CEE = Concentración del fármaco en el estado estacionario (30). 
1.4. Aspectos farmacocinéticos y farmacodinámicos de las fluoropirimidinas: 
Capecitabina 
La capecitabina es un profámarco del 5-FU de administración oral usado en el tratamiento 
sistémico del cáncer colorrectal, así como en el tratamiento de otros tipos de tumores.  
Químicamente es un carbamato derivado de la 5’-deoxi-S-fluorouridina (5’dFUR), el cual es 
absorbido a nivel intestinal para luego ser convertido primero en 5’-deoxi-S-fluorocitidina 
(5’dFCR) por acción de la carboxilesterasa hepática y luego en 5’dFUR  por acción de la 
citidina desaminasa (CDA), tanto a nivel hepático como en el tejido tumoral. La 5’dFUR es 
posteriormente convertida en el fármaco activo 5-FU, por acción de la timidina fosforilasa 
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(TP), aprovechando el hecho de que la actividad de esta enzima es de 3 a 10 veces mayor en 
los tejidos tumorales que en sus contrapartes normales producto de un mayor nivel de 
expresión de la enzima en estos tejidos, con la excepción del hígado en el que los niveles de 
actividad son similares entre el tejido tumoral y el tejido no tumoral (35-41)(figura 2). 
 
Figura 2. Vías de activación y metabolismo de la capecitabina. CE=carboxil esterasa hepática. CDA=citidina 
desaminasa. TP=timidina fosforilasa. DPD=dihidropirimidina deshidrogenasa. TS=timidilato sintasa. Los 
metabolitos se describen en el cuerpo del documento. La flecha truncada indica inhibición. Las flechas 
discontinuas indican varios pasos enzimáticos sucesivos. 
La dosis diaria recomendada de capecitabina es de 2500mg/m2 dividida en dos dosis, una 
cada 12h administradas dentro de los 30 minutos después de las comidas por vía peroral, en 
un régimen de dos semanas, seguidas de un periodo de descanso de una semana. Después de 
la administración oral de 1250 mg/m2 de capecitabina, esta es absorbida extensiva y 
rápidamente en el tracto gastrointestinal con una biodisponibilidad del 98%, lo que permite 
alcanzar una Cmaxde 3-4mg/L a un tmaxde 2 horas. La capecitabina se une en un 50% a las 
proteínas plasmáticas, con predominancia a la albúmina. Su tiempo de vida media (t1/2) es de 
0,55 – 0,89 h con una excreción principalmente renal, en la que un 51-62% es excretado en 
la forma de FBAL y un 7-11% en la forma de 5’dFUR. La dosis de capecitabina debe ser 
ajustada atendiendo al aclaramiento de creatinina y está contraindicada en pacientes con 
insuficiencia renal grave (42). 
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La capecitabina y sus metabolitos muestran un incremento lineal en su Cmax y en el AUC con 
la dosis administrada, sin que se haya observado acumulación plasmática de este con la 
administración repetida. Después de la administración de la capecitabina se observa una 
concentración plasmática del fármaco activo (5-FU) muy baja, con una Cmax del orden de 
0,22-0,31 mg/L y una AUC de 0,461-0,698 mg*h/L. El tiempo de vida media del 5-FU 
después de la administración de la capecitabina es similar al que se obtiene con la 
administración del compuesto parental  (43, 44). El efecto farmacológico y el metabolismo 
de la capecitabina esta mediado por su transformación en 5-FU, por lo que un aspecto 
importante a considerar de este fármaco, es que debido a sus características farmacocinéticas, 
la sensibilidad al mismo se correlaciona con la razón de actividad in vitro de las enzimas 
timidina fosforilasa/dihidropirimidina deshidrogenasa (TP/DPD), encargadas de su 
activación y detoxificación respectivamente en el hígado y en las células tumorales 
(45)(figura 2).  
1.5.  Biomarcadores genómicos de la respuesta y la toxicidad a fluoropirimidinas 
Uno de los primeros reportes en cuanto a toxicidad inducida por 5-FU en un estudio clínico 
a gran escala, indicó la muerte de 10 % de los pacientes, como consecuencia de la 
administración del fármaco (46). Desde entonces el número de reportes de toxicidad 
relacionada con este fármaco se ha incrementado, hecho relacionado con la amplia utilización 
del 5-FU en la mayoría de los esquemas de tratamiento de los tumores del aparato digestivo. 
En consecuencia, se ha determinado que aproximadamente 11% -30% de los pacientes a los 
que se les administra 5-FU, desarrollan algún tipo de respuesta tóxica de grado 3 o 4 
(Respuesta tóxica grave según las guías CTCAE) (47, 48). Dentro de estas respuestas tóxicas 
se han reportado anemia, neutropenia, trombocitopenia, leucopenia, diarrea, síndrome mano-
pie y mucositis (49-51).  
Se ha descrito la existencia de un defecto congénito asociado a la toxicidad por 5-FU, lo que 
ha permitido que en individuos con deficiencias en la ruta metabólica de la degradación de 
las pririmidinas y que no exhiben manifestaciones clínicas pueden desarrollar eventos de 
toxicidad grave cuando se les administra un análogo citotóxico del uracilo. Los autores de 
este reporte proponen un defecto en la enzima dihididropirimidina deshidrogenasa (DPD) 
como la causa de la toxicidad desarrollada ante la administración del 5-FU (52). 
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La enzima DPD presenta una considerable variación entre la población. Se ha estimado que 
un 3-5% de los sujetos presentan una baja actividad de la misma, por lo que se le ha 
relacionado con los efectos tóxicos causados por la administración de 5-FU y compuestos 
análogos en esta población (53, 54). Se ha reportado que hasta un 59 % de los pacientes que 
reciben 5-FU y experimentan algún efecto tóxico grave, son deficientes en la enzima DPD 
en relación con alguna variante en el gen. Aunque la sensibilidad de estas variantes para 
predecir los efectos tóxicos es baja, motivo por el cual aún no se han establecido como 
marcadores de riesgo a toxicidad por 5-FU en el contexto clínico (55, 56). Aunque la mayoría 
de las variantes identificadas hasta la fecha no tienen un impacto significativo en la actividad 
de la enzima, un haplotipo correspondiente a tres variantes polimórficas intrónicas y a un 
SNV no sinónimo en la región codificante del gen ha sido asociado directamente a eventos 
de toxicidad grave con resultados fatales en pacientes sometidos a tratamiento con 5-FU, 
resaltando la importancia de los polimorfismos en regiones no codificantes de este gen en la 
respuesta clínica y la relativa diferencia de sus frecuencias alélicas entre varias poblaciones 
europeas (57). A la fecha se han reportado 10 haplotipos basados en SNVs y delecciones e 
inserciones para el gen DPYD en la base de datos PharmGKB, asociados a una deficiencia 
en la actividad enzimática de DPD (58). Una de estas variantes en el gen DPYD y por mucho 
la más investigada, DPYD*2A (IVS14 +1G>A/ c.1905+1G>A) la cual genera la pérdida del 
exón 14 y por consiguiente, la anulación de la actividad de la enzima, se ha asociado con 
efectos tóxicos graves, incluso letales, en pacientes que reciben tratamiento basado en 5-FU 
(59). 
Una de las consecuencias más importantes a nivel clínico de la deficiencia parcial o total de 
la enzima DPD en pacientes que reciben 5-FU como parte de su tratamiento, es que los 
efectos tóxicos se pueden presentar también con otras fluoropirimidinas incluyendo las de 
más reciente desarrollo, lo que limitaría el uso de estos agentes en pacientes homocigotos y 
heterocigotos para polimorfismos con un impacto funcional negativo en la enzima y justifica 
su análisis previo a la instauración del tratamiento quimioterapéutico (60).  
Se han descrito algunas variantes de línea germinal asociados al gen de la enzima timidilato 
sintasa (TS) con implicación directa en la eficacia del tratamiento basado en 
fluoropirimidinas. Como se mencionó anteriormente, la Fluoro deoxiuridina 5’-monofsfato 
(FdUMP) se une covalentemente a la enzima TS una vez está ha formado un complejo con 
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el 5,10-metilen tetrahidrofolato, ocasionando de este modo la inhibición de la enzima, paso 
esencial para el efecto antitumoral del 5-FU (22). Por lo tanto, los cambios en el nivel de 
expresión de la TS en el tejido tumoral o modificaciones en la estructura de la enzima que 
alteren su patrón de inhibición por el FdUMP afectarían la respuesta al tratamiento con 5-FU 
y compuestos análogos (61).  
Apoyando está hipótesis, se ha evidenciado que la amplificación del TYMS en las metástasis 
del tejido hepático de pacientes con CCR tratados pre-quirúrgicamente con 5-FU, parece 
correlacionarse con menores tiempos de supervivencia y por ende con un peor pronóstico 
(62). 
En un estudio clínico de fase II en el que se evaluó la eficacia y la toxicidad del esquema 
FOLFOX-6 modificado en pacientes con CG avanzado y su relación con ciertos 
polimorfismos en genes de respuesta a ambos fármacos (5-FU y Oxaliplatino), se demostró 
la asociación significativa entre la variante polimórfica del gen TYMS, representado en una 
deleción de 6 pb en la región 3’UTR, con un tiempo de progreso de la enfermedad y una 
supervivencia global significativamente más favorables que en el resto de los pacientes. 
Teniendo en cuenta que esta variante se ha asociado con reducidos niveles de expresión de 
la enzima y dado que está es el blanco farmacológico del 5-FU, es posible que la presencia 
de la deleción (6bp-) incremente la sensibilidad del tumor al efecto de este fármaco (63, 64). 
Está hipótesis está respaldada por la observación de que las variantes del gen TYMS más 
relevantes en el contexto clínico, son aquellas que modifican el nivel de expresión de la 
enzima (65). En este mismo sentido, en la expresión del gen TYMS tendría relevancia la 
presencia de una  variante de repeticiones variables en tándem (VNTR) con repeticiones 
dobles (2R) o triples (3R) de 28 pb en la región 5’UTR del gen TYMS, en dónde la expresión 
de la enzima se ve favorecida por la presencia de esta última variante (3R) (66). A este 
respecto, es interesante la observación de que en relación con este VNTR, la frecuencia de la 
variante 3R, así como del genotipo 3R/3R es significativamente mayor en poblaciones del 
este asiático que en poblaciones caucásicas (67% China vs 38% UK) (67, 68). De esta 
manera, cualquier efecto funcional clínicamente válido de esta variante tendría relación con 
posibles diferencias étnicas en la respuesta a cualquier tratamiento quimioterapéutico 
dirigido contra la enzima TS como blanco farmacológico.  
12 
 
A pesar de que algunos estudios han mostrado evidencia de la asociación entre la variante 
VNTR y la respuesta clínica en pacientes con tumores gastrointestinales, otros estudios han 
fallado en mostrar tal asociación. Estas discrepancias dificultan la utilización de tales 
variantes como marcadores de pronóstico en el CG y en el CCR y por el contrario instan a la 
realización de nuevos estudios que permitan su validación definitiva en el contexto clínico 
(69). Más aún, no existe información acerca de la distribución de genotipos para estas 
variantes en la población mexicana ni su relación con la respuesta o la toxicidad a la 
quimioterapia, por lo que en el marco de una medicina de precisión dicha información se 
convierte en indispensable a la hora de tomar decisiones terapéuticas una vez se incorporen 
en la práctica clínica. 
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 JUSTIFICACIÓN 
 
Las neoplasias del tracto gastrointestinal son una causa importante de morbilidad y 
mortalidad en la población mexicana. A pesar de que la quimioterapia representa un beneficio 
en el tiempo de sobrevida de los pacientes con estas neoplasias, el esquema utilizado 
actualmente para el CCR y el CG avanzados basado en 5-FU y un compuesto de platino, se 
asocia con elevados niveles de toxicidad y frecuentemente en fracaso en la respuesta. Existe 
evidencia que la toxicidad y la respuesta generada por estos compuestos tiene una base 
genética resultante de variantes en los genes relacionados con el transporte, metabolismo y 
en los blancos de estos fármacos. En especial la enzima TS, blanco molecular del 5-FU, 
parece tener implicaciones no solo en la respuesta, si no también en la toxicidad a 5-FU y 
compuestos análogos, por lo que sería un biomarcador de respuesta y toxicidad idóneo de 
poder analizarse en sangre y comprobarse su utilidad clínica en pacientes mexicanos. 
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OBJETIVOS 
 
OBJETIVO GENERAL 
Establecer el perfil farmacogenético del gen TYMS y su relación con la respuesta clínica y la 
toxicidad del esquema de quimioterapia de primera línea para las neoplasias 
gastrointestinales. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Diseñar y validar una metodología rápida, económica y confiable para la 
identificación de las variantes presentes en las regiones no codificantes del gen TYMS.  
2. Evaluar la posible asociación entre las variantes en las regiones no codificantes del 
gen TYMS y la respuesta a la qumioterapia de primera línea en pacientes con 
neoplasias gastrointestinales. 
3. Evaluar la posible asociación entre las variantes en las regiones no codificantes del 
gen TYMS y la toxicidad generada por la quimioterapia de primera línea en pacientes 
con neoplasias gastrointestinales. 
4. Analizar la expresión de los genes de respuesta a la quimioterapia de primera línea 
en el tejido blanco (TYMS, ERCC1) y para la enzima TS, la asociación de su expresión 
con las variantes de línea germinal en las regiones no codificantes del gen. 
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 MATERIALES Y MÉTODOS  
 
2.1. Tipo de estudio: 
Este trabajo se corresponde con un estudio farmacogenómico longitudinal, de corte 
prospectivo, basado en gen-candidato, con una población de pacientes clínicamente 
diagnosticados con Cáncer Gástrico (CG), Cáncer Colorrectal (CCR) o Cáncer Gastro-
Esofágico (CGE) en el Centro Universitario Contra el Cáncer del Hospital Universitario José 
Eleuterio González y en la UMAE N°25 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), 
ambos de la ciudad de Monterrey y en el Centro Médico Nacional de Occidente del IMSS en 
la ciudad de Guadalajara. Así mismo se reclutó una muestra representativa de individuos 
clínica e histopatológicamente sanos, en el departamento de Gastroenterología del Hospital 
Universitario en Monterrey. Tanto pacientes como sujetos sanos, debieron cumplir con los 
criterios de inclusión del estudio y vincularse al mismo a través de la firma del 
consentimiento informado respectivo. El protocolo general de investigación de este estudio 
fue aprobado por el Comité de Ética de la Faculta de Medicina de la Universidad Autónoma 
de Nuevo León y del Hospital Universitario con el número BI13-002 y por la Comisión 
Nacional de Investigación del IMSS con el número de registro R-2015-785-024. 
2.2. Reclutamiento de los pacientes 
Pacientes oncológicos 
Se vincularon al estudio los pacientes que acudieron a los servicios de oncología de las 
instituciones mencionadas en el periodo comprendido entre mayo de 2013 y mayo de 2016 
y que cumplieron con los siguientes criterios de inclusión: 
a. Estar clínicamente diagnosticado(a) con adenocarcinoma gástrico, adenocarcinoma de 
colon o recto o adenocarcinoma esofágico mediante la confirmación por el análisis clínico 
patológico del tejido tumoral. 
b. Ser mayor de 18 años. 
2 
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c. Ser candidato(a) al tratamiento, bien neoadyuvante o bien adyuvante, según el esquema 
quimioterapéutico basado en fluoropirimidinas (5-FU o Capecitabina) y un compuesto de 
platino (Cisplatino u Oxaliplaino)  
d. Ser mexicano(a) de nacimiento y tener padres mexicanos. 
e. Aceptación voluntaria a vincularse al estudio con la firma del consentimiento informado. 
Como criterios de exclusión se incluyen: inexistencia del diagnóstico clínico confirmado de 
cáncer, historia o presencia de otra neoplasia distinta a las indicadas en los criterios de 
inclusión, paciente no candidato a tratamiento quimioterapéutico, paciente menor de 18 años, 
paciente en estado de embarazo y negación a la firma del consentimiento informado. Como 
criterios de eliminación se incluyen: información clínica incompleta, material biológico 
insuficiente y/o muestras en mal estado o que no cumplen con los criterios de calidad para la 
realización de los análisis. 
Adicionalmente se reclutó un número determinado a conveniencia de pacientes sometidos a 
cirugía para la resección del tejido tumoral en el servicio de cirugía del Hospital 
Universitario, que cumplieron con los criterios de inclusión mencionados anteriormente y 
que aceptaron vincularse voluntariamente al estudio. 
Sujetos sanos 
Los individuos sanos se reclutaron a conveniencia en el departamento de Gastroenterología 
del Hospital Universitario de entre los pacientes que acudieron al servicio en el periodo 
comprendido entre Mayo de 2013 y Octubre de 2014 para someterse a estudios de 
colonoscopia o endoscopia con fines de diagnóstico, que aceptaron participar en el estudio y 
que cumplieron con los siguientes criterios de inclusión: 
a. Ser mayor de 18 años. 
b. No tener diagnóstico clínico de cáncer, pólipos, metaplasia o displasia con corroboración 
mediante análisis histopatológico de biopsias de tejido. 
c. Ser mexicano(a) de nacimiento y tener padres mexicanos. 
d. Aceptación voluntaria a vincularse al estudio con la firma del consentimiento informado 
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2.3. Tratamiento quimioterapéutico de los pacientes 
Los esquemas quimioterapéuticos para el tratamiento de los pacientes se indican en las 
figuras 3, 4, 5 y 6. En general todos están basados en el uso de fluoropirimidinas (5-FU o 
Capecitabina) en combinación o no con un compuesto de platino (Cisplatino u Oxaliplatino).  
 
Figura 3. Esquema de tratamiento FOLFOX6 para pacientes con CCR. 
 
Figura 4. Esquema de tratamiento deGramont para pacientes con CCR. 
La Leucovorina (ácido folínico) es un coadyuvante que sinergiza el efecto de las 
fluoropirimidinas, pero que no tiene efecto citotóxico propio. 
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  Figura 5. Esquema de tratamiento CF para pacientes con CG y CGE. 
 
Figura 6. Esquema de tratamiento McDonald para CG 
Como alternativa al tratamiento de los pacientes con CCR metastásico, también se dispone 
del esquema XELOX que corresponde a un tratamiento con ciclos de tres semanas compuesto 
de una infusión intravenosa de Oxaliplatino 130 mg/m2 en el día 1, seguido de Capecitabina 
(Xeloda®) 1000 mg/m2 vía oral dos veces al día después de las comidas. 
Previamente al inicio del tratamiento se determinó el estado del paciente según la escala 
ECOG y se registraron los resultados de las pruebas de laboratorio clínico (biometría 
hemática, perfil hepático, química sanguínea) y cualquier otra información clínica que fuese 
considerada relevante para el estudio.   
2.4. Recolección de las muestras de sangre periférica y de tejido tumoral  
Las muestras de tejido tumoral se recolectaron de acuerdo con los protocolos establecidos en 
cada institución para la confirmación del diagnóstico y/o para la clasificación histopatológica 
del tejido en las respectivas unidades quirúrgicas con la excepción de que no se utilizó 
paraformadehído para la fijación de las mismas. La selección y los cortes de las muestras fue 
realizada por patólogos en cada una de los respectivos servicios de patología de las 
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instituciones. Las muestras de tejido en fresco se lavaron con solución salina y se incubaron 
con una solución al 30% de sacarosa. Posteriormente se congelaron en medio Tissue-Tek® 
Optimal Cutting Temperature (O.C.T.) (Sakura Finetek, USA) secuencialmente a -20°C por 
10 minutos y luego a -80°C y se almacenaron a esta última temperatura hasta su análisis. 
Parte de estas muestras de tejido tumoral se procesaron para el aislamiento y purificación del 
ARN necesario para los análisis de los perfiles de expresión de los genes TYMS y ERCC1 y 
otra parte para el aislamiento y purificación del gADN para los análisis de genotipificación. 
Las muestras de sangre periférica venosa (aprox. 5 mL) se recolectaron en tubos con EDTA, 
durante el primer o segundo ciclo de tratamiento quimioterapéutico para el aislamiento del 
material genético. Esta se mantuvo a 4°C por un periodo no mayor a 30 minutos hasta su 
procesamiento. La sangre total se centrifugó a 1500 rpm por 12 min. para separar el plasma 
y el paquete celular, los cuales se almacenaron separadamente a -80°C en tubos criogénicos 
hasta su uso posterior.  
2.5. Información sociodemográfica, seguimiento clínico y farmacoterapéutico de los 
pacientes 
Se recolectó la información sociodemográfica de los pacientes y cualquier otro tipo de 
información adicional a la historia clínica que se consideró relevante para la realización del 
estudio. Se recabaron los hallazgos clínicos relacionados con la respuesta clínica objetiva y 
los eventos tóxicos del tratamiento a partir de los formatos respectivos previamente validados 
y aprobados por los respectivos comités de ética de las instituciones participantes. Para la 
clasificación de los eventos tóxicos se siguió una versión traducida al español y validada por 
médicos oncólogos de la guía CTCAE v4 (Common Terminology Criteria for Adverse 
Events), para la clasificación de la respuesta clínica se siguió la guía RECIST v1.1 (Response 
Evaluation Criteria in Solid Tumors). Los datos obtenidos se usaron para alimentar una base 
de datos integrada con toda la información clínica y sociodemográfica de los pacientes.  
2.6. Aislamiento de gADN de sangre periférica 
Para el aislamiento del material genético para el análisis por PCR-RFLP se utilizó la 
metodología basada en Fenol:Cloroformo seguido por precipitación con Etanol de acuerdo 
con un protocolo ya reportado (70). Se analizó la integridad del gADN obtenido mediante 
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electroforesis en gel de agraosa al 1.5%, se cuantificó y se evaluó su pureza por la relación 
de absorbancias 260/280 nm, mediante análisis espectrofotométrico en el equipo Nanodrop 
1000 (Thermo Fisher Scientific, USA). 
2.7. Aislamiento de gADN a partir de tejido 
Las muestras pareadas de tejido (tumoral y no tumoral adyacente) de cada paciente se 
analizaron mediante tinción con Hematoxilina y Eosina a partir de cortes histológicos para 
establecer las regiones de concentración de las células tumorales y de las células normales, 
de estas regiones se realizaron 100 cortes de 10 μm c/u en frio (-20°C) mediante el equipo 
Cryostat Microm HM550 (Fisher Scientific, USA). A cada muestra se le adicionó 1mL de 
buffer de lisis (Tris HCl 10 mM pH 8; EDTA 5mM; SDS 0,5%) seguido de 100 μL de 
Proteinasa K (Bioline, USA) y se incubó a 65°C toda la noche. Se adicionó 350 µL de Acetato 
de Amonio 7,5M y se centrifugó a 5000 rpm por 15 minutos. Se recuperó el sobrenadante y 
se adicionó un volumen de Isopropanol, se mezcló por inversión y se obtuvo el gADN por 
centrifugación a 14000 rpm por 8 minutos a 4°C. El gADN se lavó dos veces con Etanol al 
75% seguido de centrifugación a 10000 rpm por 5 minutos. Finalmente se resuspendió en 
buffer TE (Tris HCl 10mM, EDTA 1mM), se cuantificó y se evaluó su pureza 
espectrofotométricamente en el equipo Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, USA). El gADN 
obtenido finalmente se almacenó a -20°C hasta su uso. 
2.8. Extracción de ARN a partir de las muestras de tejido y generación del cDNA 
mediante transcripción inversa. 
A partir de las mismas muestras de tejido utilizadas para la extracción del gADN, se 
realizaron 100 cortes de 10 μm c/u en frio (-20°C) mediante el equipo Cryostat Microm 
HM550 (Fisher Scientific, USA). A cada muestra se le adicionó 1 mL del reactivo TRizol ® 
(Invitrogen, USA) y se siguió el protocolo del fabricante. Una vez obtenido el ARN celular 
total, este se resuspendió en agua grado biología molecular libre de DNasa y RNasa (IDT, 
USA), se cuantificó y se evalúo su pureza espectrofotométricamente en el equipo Nanodrop 
1000 (Thermo Scientific, USA) y posteriormente se incubó con DNase I Amplification Grade 
(Invitrogen, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Finalmente se almacenó a -80°C 
hasta su uso.  
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El cADN de cada muestra se obtuvo mediante el kit SuperScript® III First-Strand Synthesis 
(Invitrogen, USA) utilizando 400 ng de ARN como material de partida y siguiendo las 
indicaciones del fabricante. El cADN resultante a un volumen de 20 µL se almacenó a -20°C 
hasta su uso posterior en los ensayos de expresión. 
2.9. Análisis de expresión (mARN) mediante qPCR 
Se analizó la expresión de los genes de interés TYMS y ERCC1 a partir de las muestras de 
tejido tumoral y no tumoral adyacente en cada paciente. Se realizó la reacción de 
amplificación a un volumen de 10 µL utilizando el kit SYBR® Green Master Mix (BIO-
RAD, USA) en el equipo CFX96™ Real Time System (BIO-RAD, USA), con 250nM de los 
oligos diseñados In house (tabla 3), específicamente para los genes de interés (Int.) y para los 
genes normalizadores (Norm.) y con 1 µL del cADN.  
Gen Tipo Oligo sentido (FW) 5’-3’ Oligo antisentido (RV) 5’-3’ 
TYMS Int. TACCTGGGGCAGATCCAACACATC ACAGCAACTCCTCCAAAACACCC 
ERCC1 Int. ACAAAACGGACAGTCAGACCC GGGTACTTTCAAGAAGGGCTCG 
URM1 Norm. AAACATCGAGTCACTTTGCC TAGTCCAGCTCACCCAGTAG 
B2M Norm. GAGGCTATCCAGCGTACTCCA CGGCAGGCATACTCATCTTTT 
Tabla 3. Pares de oligos utilizados para la amplificación (qPCR) de los genes de interés y normalizadores. 
El programa de amplificación utilizado es el siguiente: 95°C x 3 min., seguido de 40 ciclos 
de [95°C x 15 s., 64°C x 30 s. y 72°C x 30 s]. 
Se analizó la eficiencia de amplificación de cada uno de los genes mediante curvas estándar 
y se evaluó la estabilidad de la expresión de los genes normalizadores a diferentes diluciones 
de cADN en un rango logarítmico, para muestras de tejido gástrico y colorrectal. Se 
realizaron replicas técnicas de cada muestra en cada corrida y adicionalmente, todos los 
análisis se realizaron por duplicado desde la obtención del cADN a partir del ARN. 
El análisis de expresión se realizó mediante el método de expresión relativa ΔΔCt (71).   
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2.10. Genotipificación de las variantes en el gen TYMS mediante PCR-RFLP 
Con el fin de evaluar las variantes tipo VNTR y los SNVs en la región 5’UTR y el indel de 
6bp en la región 3’UTR del gen TYMS se realizó el análisis de estas variantes mediante PCR-
RFLP utilizando oligos específicos (tabla 4).  
Variantes Alelos posibles Oligos Productos* 
rs45445694 1R, 2R, 3R, 4R Fw 5’-CGGGAAAAGGCGCGCGGAA-3’ 
 
Rv 5’-GCAGCTCCGAGCCGGCCA-3’ 
 
3R: 153 pb, 
2R: 125 pb. rs183205964 G, C 
rs2853542 G, C 
rs151264360 +6pb (inserción), 
- 6pb (delección) 
Fw 5’-CAAATCTGAGGGAGCTGAGT-3’ 
 
Rv 5’-CAGATAAGTGGCAGTACAGA-3’ 
 
Inserción: 
148pb, 
delección:  
142 pb. 
Tabla 4. Oligos usados para la genotipificación de las variantes en la regiones promotora 5’UTR y 3’UTRdel 
gen TYMS.*Para la variante rs45445694 se indican solo los alelos más frecuentes en la población general. 
Para la amplificación de la región que comprenden las variantes VNTR y los SNVs en la 
región promotora se utilizó el reactivo GoTaq® Green Master Mix (Invitrogen, USA), junto 
con 400 nM de cada oligo; 0,5 mM de EDTA y 100 ng de gADN. El programa de 
amplificación consistió de 94°C x 5min; 30 ciclos de [94°C x 30 s, 65,6°C x 30 s y 72°C x 
45 s] seguido de 72°C x 3 min. Del volumen total de producto de amplificación, se sometió 
5 μL a electroforesis en gel de agarosa al 3% en buffer TBE 1X teñido con Gel-Red™ 1X 
(Biotium Inc. USA) para identificar los alelos del VNTR (rs45445694). Posteriormente se 
realizó la digestión de 7 μL del producto de amplificación, mediante incubación con 5U de 
la enzima Hae III (New England Biolabs, USA) toda la noche a 37°C. Finalmente los 
fragmentos se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 3%. Teniendo en 
cuenta el sitio de corte de la enzima Hae III (figura 7) y tomando en consideración los alelos 
del VNTR más frecuentemente reportados en la población general, fueron establecidos los 
posibles patrones de restricción esperados con la herramienta en línea NEBcutter V2.0 (http//. 
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), los cuales se muestran en la tabla 5.  
 
 
Figura 7. Sitio de corte de la enzima HaeIII en la secuencia blanco del dsADN. 
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 N⁰ Genotipo Patrón de bandas (pb) de restricción esperado por 
digestión con HaeIII 
1 2RG/2RG 15, 44, 66 
2 2RG/3RGG 15, 28, 44, 66 
3 2RG/3RGC 15, 44, 66, 94 
4 2RC/2RC 15, 110 
5 2RC/3RGG 15, 28, 44, 66, 110 
6 2RC/3RGC 15, 44, 94, 110 
7 2RG/2RC 15, 44, 66, 110 
8 3RGC/3RGC 15, 44, 94 
9 3RGC/3RGG 15, 28, 44, 66, 94 
10 3RGG/3RGG 15, 28, 44, 66 
Tabla 5. Patrones de restricción con la enzima Hae III para los productos de amplificación del VNTR en la 
región promotora del gen TYMS. Los tamaños indicados en negrilla corresponden a las bandas duplicadas que 
se visualizan con mayor intensidad por electroforesis.   
La secuencia de los oligos para la amplificación de la región que comprenden la variante tipo 
indel de 6pb en la región 3’UTR se encuentra reportada previamente (72). Se utilizó 100ng 
de gADN como material de partida, junto con 300 nM de cada oligo y el reactivo GoTaq® 
Green Master Mix (Invitrogen, USA) en un programa de amplificación que consistio en 94°C 
x 5 min., 30 ciclos de [94°C x 30 s., 58°C x 45 s., 72°C x 45 s.], seguido de 72°C x 5 min. 
Del volumen total de producto de amplificación, se sometió 5 μL a electroforesis en gel de 
agarosa al 3% en buffer TBE 1X teñido con Gel-Red™ 1X (Biotium Inc. USA). 
Posteriormente del producto de amplificación se sometió 7 μL a digestión con 6 U de la 
enzima Dra I (New England Biolabs, USA) a 37°C toda la noche y posteriormente se 
visualizaron los fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% en TBE 1X 
teñido con Gel-Red™ 1X (Biotium Inc. USA). La presencia de la inserción se visualizó con 
un patrón con dos fragmentos de 60 y 88pb a partir de la digestión del fragmento de 148pb, 
la ausencia de la inserción se presenta como una banda no digerida de 142pb. 
Todos los análisis de genotipificación por PCR-RFLP se realizaron por duplicado para cada 
muestra. Los cálculos para establecer el LOD score y los valores de |D’| y r2 se realizaron 
con el programa SNP Analyzer ™ 2.0. 
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2.11. Secuenciación y análisis por electroforesis capilar de las variantes en la región 
promotora del gen TYMS 
Con el fin de validar los resultados obtenidos mediante el análisis por PCR-RFLP se realizó 
la secuenciación de las variantes en la región promotora del gen TYMS en una fracción de las 
mismas muestras analizadas previamente. Para ello se realizó una nueva amplificación 
utilizando los siguientes oligos: Sentido (TYMS_SEC Fw) 5’-CGTGGCTCCTGCGTTTCC-
3’ y antisentido (TYMS_SEC Rv) 5’-GAGCCGGCCACAGGCAT-3’, en una mezcla de 
reacción consistente en: 1 unidad de Polimerasa GoTaq® Flexi (Promega, USA); 0,3mM 
dNTPs; 1,5 mM MgCl2; 200 nM C/oligo; 20 ng de gADN, con el siguiente programa de 
amplificación: 96°C x 5 min y 40 ciclos de [96°C x 15 s; 60°C x 30 s; 72°C x 10 s] seguido 
de 72 °C x 5 min. Los productos de amplificación se purificaron mediante ExoSAP-IT ® 
(GE Healtcare, USA), se marcaron mediante el Kit BigDye® Terminator v3.1 (Applied 
Biosystems, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante y se analizaron en el equipo 
Genetic Analyzer ABI PRISM® 3130 (Applied Biosystems, USA). El análisis de los 
electroferogramas se realizó mediante el programa BioEdit v7.2.5. Los experimentos para 
validar cada una de las secuencias de las regiones amplificadas se realizaron por duplicado a 
partir de muestras de gADN de diferentes individuos. 
2.12. Análisis estadístico de los resultados 
A partir de las frecuencias genotípicas de las variantes analizadas en la población bajo estudio 
se evaluó el equilibro de Hardy-Weinberg mediante la prueba de χ2 de Pearson. 
Con la información obtenida del genotipo de los pacientes se construyeron las tablas de 
contingencia y realizó el análisis de asociación (mediante el cálculo de OR) entre este y la 
respuesta clínica objetiva (según la guía RECIST v1.1) y los efectos tóxicos derivados del 
tratamiento (según las guía CTCAE v4.1). El análisis estadístico se realizó mediante las 
pruebas χ2 o F exacta de Fisher a un nivel de significancia de p<0.05, para definir la 
asociación entre genotipos y la expresión del gen TYMS, o entre los genotipos y las variables 
de respuesta clínica y toxicidad.  
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Se utilizó la prueba t de Student, previa comprobación de la condición de normalidad, a un 
nivel de significancia de p<0.05 para evaluar la hipótesis nula de no variación en la expresión 
(mRNA) del gen TYMS entre las muestras de tejido sano y de tejido tumoral.  
Para las distribuciones de datos de expresión relativa de los genes de interés en tejido, que 
no cumplieron con la condición de normalidad se utilizaron las pruebas no paramétricas U 
de Mann-Whitney para dos grupos y Kruskal-Wallis para grupos múltiples a un nivel de 
significancia de p<0.05. 
La tabulación y el filtrado de los datos se realizaron mediante el programa Excel 2013 
(Microsoft, USA). Para los análisis estadísticos y la presentación gráfica de los resultados se 
utilizaron los programas SPSSv22 (IBM, USA) y GraphPad Prism v6 (GraphPad Software 
Inc. USA). 
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 RESULTADOS  
3.1. Resultados del diseño y la validación del método para la genotipificación de las 
variantes en las regiones no codificantes del gen TYMS 
Con el fin de desarrollar un método para la identificación de las diferentes variantes en la 
región de amplificación del promotor del gen TYMS (TSER) localizado en la región 5’UTR 
de la secuencia cromosómica del gen y para la genotipificación de los pacientes y sujetos 
sanos del estudio, se realizó una búsqueda en bases de datos para recopilar la información de 
todas las variantes presentes en esta región y que pudieran estar implicadas en la expresión 
del gen. Como resultado se seleccionaron las siguientes variantes: 
• rs45445694: Corresponde a una repetición en tándem de número variable (VNTR), 
del cual se han reportado 1, 2, 3 y hasta 4 repeticiones de 28 pb en la región TSER. 
• rs183205964: Corresponde a una transversión G/C en la 12va posición del alelo 2R 
del VNTR. 
• rs2853542: Corresponde a una transversión G/C en la 12va posición del alelo 3R del 
VNTR. 
• rs538469385: Corresponde a una inserción/deleción (indel) de 6 pb presente en el 
alelo 3R del VNTR. 
Adicionalmente se seleccionó la variante rs151264360 que corresponde a una 
inserción/deleción (indel) de 6 pb presente en la region 3’UTR. A partir de información 
publicada previamente se ha asociado a esta variante con la expression del gen TYMS y cuyo 
análisis por PCR-RFLP con fines de genotipificación ya se ha reportado. 
La nomenclatura usada para identificar las variantes, así como la posición cromosómica de 
las mismas se presenta en la tabla 6. 
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rs 1 LRG2 Alelos Posición 
cromosómica 
rs 45445694 LRG_783t1:c.-97_-
70CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCC
GTCCCG [1][2][3][4] 
1R/ 2R/ 3R/ 4R 18:657646 
rs183205964 
 
LRG_783t1:c.-86G>C G/C 18:657657 
rs2853542 LRG_783t1:c.-58G>C G/C 18:657685 
rs538469385 LRG_783t1:c.-46_-45insCCCCCG CCCCCG/- 18:657697 
rs151264360 LRG_783t1:c.447_452delTTAAAG TTAAAG/- 18:673443 
Tabla 6. Nomenclatura usada para identificar a las variantes seleccionadas y sus respectivas coordenadas 
cromosómicas. 1 A partir de la base de datos dbSNP (NCBI, USA) build 147. 2 LRG= Referencia genómica de 
locus, según recomendaciones del Human Genome Variation Society (HGV). 3 Posición cromosómica a partir 
del ensamblaje GRCh38P2 del genoma humano (NCBI, USA). 
A partir de los oligos diseñados in house, se pudo desarrollar un método de amplificación 
por PCR para un fragmento del gen de la enzima timidilato sintasa en la región TSER.  
Mediante el análisis por electroforesis de los amplicones resultantes fue posible establecer la 
presencia de los genotipos 2R/2R, 2R/3R y 3R/3R utilizando un panel de 152 muestras de 
gADN obtenidas de pacientes diagnosticados con CCR y reclutados en la UMAE N°25 del 
IMSS (Monterrey) durante el desarrollo del estudio “Genetic Study of Common Hereditary 
Bowel Cancers in Hispania and the Americas” (CHIBCHA).  
Se corroboró la presencia del alelo 2R por la amplificación de un fragmento de 125 pb y la 
presencia del alelo 3R por la amplificación de un fragmento de 153 pb. Adicionalmente, 
realizando la digestión de estos amplicones con la enzima Hae III, fue posible identificar los 
alelos correspondientes a los SNVs rs183205964 y rs2853542 en este mismo grupo de 
pacientes (figura 8). 
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 Figura 8. Imágenes de las electroforesis de los productos de amplificación para el VNTR (bloque A, izquierda 
en exposición UV normal, derecha en negativo) y para los productos de digestión de las muestras amplificadas 
en el mismo orden (bloque B, izquierda en exposición UV normal, derecha en negativo). Se indican los tamaños 
de los fragmentos correspondientes a los alelos 2R y 3R en los productos de amplificación. El alelo 2RC (carril 
3 bloque B) fue identificado en un solo sujeto sano heterocigoto para el rs183205964. 
Como resultado, el método empleado fue adecuado para establecer los diferentes genotipos 
de entre hasta un total de 10 genotipos posibles en todas las muestras analizadas, mediante el 
análisis conjunto de los productos de PCR y sus correspondientes productos de digestión, 
siguiendo el patrón de restricción previamente establecido (tabla 5). 
No se identificaron en las muestras analizadas los alelos 1R ni 4R del VNTR, que 
previamente han sido reportados en otras poblaciones. No se identificó el alelo C de la 
variante rs183205964 en ninguno de los pacientes, por lo que en la totalidad de pacientes el 
genotipo resultante para los individuos homocigotos del alelo 2R en el VNTR fue 2RG/2RG. 
Tampoco se estableció la presencia de la inserción de 6 pb de la variante tipo inserción 
(rs538469385) en la región TSER del gen TYMS. Por este motivo esta variante no se tuvo en 
cuenta en los análisis de asociación posteriores. 
Se determinó que en esta población de pacientes, el alelo 2R es el alelo menor para el VNTR 
y el alelo G es el alelo menor para la variante rs2853542. De estas dos variantes, solo la 
última estaba en concordancia con la ley de Hardy-Weinberg (tablas 7 y 8). 
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VNTR (rs45445694) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
2R/2R 2R/3R 3R/3R 2R 3R 
16 62 22 0.47 0.53 
1H-W p=0.016   
Tabla 7.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas del VNTR en la muestra de pacientes (n=152). 
1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución de los genotipos según la ley de Hardy-Weinberg.. 
G/C (rs2853542) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
3RG/3RG 3RG/3RC 3RC/3RC G C 
10 14 10 0.43 0.57 
1H-W p=0.078   
Tabla 8.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas del SNV rs2853542 en la muestra de pacientes 
(n=152). 1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución de los genotipos según la ley de Hardy-
Weinberg. 
La presencia de una delección de 6bp en la región 3’UTR (rs151264360) se ha relacionado 
con la expresión del gen TYMS, por lo que se decidió incluir esta variante en el proceso de 
genotipificación de las muestras de gADN de los pacientes. Como resultado, se pudieron 
amplificar los fragmentos de 142 pb y 148 pb correspondientes a la deleción (6bp-) e 
inserción (6bp+) respectivamente. Aunque dichos fragmentos son imposibles de resolver 
mediante electroforesis en gel de agarosa estándar, fue posible identificar a los individuos 
heterocigotos (6bp+/6bp-) por la presencia de un heteroduplex en los productos de 
amplificación (carriles 2 y 3, bloque A de la figura 9). La identificación definitiva de los 
genotipos para el indel se logró mediante la digestión de los amplicones con la enzima Dra I 
(bloque B, figura 9). 
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 Figura 9. Imágenes de las electroforesis de los productos de amplificación para la variante en la región 3’UTR 
(bloque A, izquierda en exposición UV normal, derecha en negativo) y para los productos de digestión de las 
muestras amplificadas en el mismo orden (bloque B, izquierda en exposición UV normal, derecha en negativo). 
Se indican los tamaños correspondientes a los productos de restricción para la inserción (6bp+) y la delección 
(6bp-). 
Se determinó que en la muestra de pacientes para esta variante, el alelo 6bp- es el alelo menor. 
Así mismo, se pudo establecer que la distribución de los genotipos está en concordancia con 
la ley de Hardy-Weinberg (tabla 9). 
delección 6bp (rs151264360) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
6bp+/6bp+ 6bp+/6bp- 6bp-/6bp- 6bp+ 6bp- 
44 40 16 0.64 0.36 
1H-W p=0.20   
Tabla 9.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas de la variante rs151264360 en la muestra de 
pacientes con CCR (n=152) en análisis retrospectivo. 1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución 
de los genotipos según la ley de Hardy-Weinberg. 
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3.2. Resultados del análisis retrospectivo de asociación entre los genotipos para las 
variantes en las regiones no codificantes del gen TYMS y la respuesta clínica y la 
toxicidad a la quimioterapia basada en fluoropirimidinas en pacientes con CCR. 
A partir de la información clínica y sociodemográfica disponible de los pacientes con CCR 
incluidos para la validación del método de genotipificación de las variantes del gen TYMS, 
fue posible realizar un análisis de asociación con la respuesta clínica objetiva y la toxicidad 
desarrollada por los pacientes en relación con el tratamiento quimioterapéutico recibido 
basado en fluoropirimidinas. En la tabla 10 se resumen las características de los pacientes. 
Características N° de pacientes (n) % 
Sexo   
         Hombres 97 64 
         Mujeres 55 36 
         Total 152  
Edad (al momento de la vinculación al estudio)   
           Mediana (años) 59  
           Rango (años) 28-82  
Pacientes que recibieron quimioterapia 101 66 
            Basada en fluoropirimidinas 99 65 
Tabla 10. Características de los pacientes (n=152). 
De esta muestra de pacientes, se seleccionó el subgrupo correspondiente a aquellos que 
recibieron quimioterapia basada en fluoropirimidinas (n=99). De este subgrupo, un total de 
96 pacientes tenían la información clínica disponible para su categorización según la guía 
RECIST v1.1 (tabla 11). 
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Categoría de respuesta Respuesta clínica según 
RECIST v1.1. 
n (%) 
Respuesta + Respuesta menor, respuesta 
parcial, respuesta completa. 
62 (65) 
Respuesta - Enfermedad estable, 
progreso de la enfermedad, 
muerte. 
34 (35) 
Tabla 11. Categorización de la respuesta clínica según la guía RECIST v1.1 para el subgrupo de pacientes con 
información clínica disponible (n=96). 
Como resultado del análisis general, se encontró una asociación significativa entre los 
genotipos de la variante VNTR (2R/2R, 2R/3R, 3R/3R) y la respuesta clínica (P=0.021). Sin 
embargo, al realizar el análisis estadístico de las respectivas tablas de contingencia solo se 
encontró una tendencia de asociación no significativa (p=0.046) entre el alelo 3R en un 
modelo genético recesivo común como factor de protección frente una respuesta negativa a 
la quimioterapia (OR=0.278 IC 95% 0.075-1.036). 
En una segunda instancia se procedió a realizar el análisis de asociación entre los genotipos 
para las variantes analizadas y la toxicidad reportada para los pacientes. En total se obtuvo la 
información de toxicidad de 42 de los pacientes, información susceptible de ser categorizada 
según la guía CTCAE v4. Se estableció la categoría de toxicidad leve/moderada para aquellos 
eventos de toxicidad identificados como de grados 1 y 2 y la categoría de toxicidad grave 
para aquellos eventos identificados como de grados 3 y 4. No se reportó ningún evento tóxico 
de grado 5 (muerte) de entre el grupo de pacientes. Del total de los pacientes con reporte de 
toxicidad (n=42) el 24% desarrollaron algún evento de toxicidad grave siendo prevalentes 
los de tipo gastrointestinal (figura 10). 
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Figura 10. Distribución de la toxicidad reportada a fluoropirimidinas según las categorías leve/moderada o 
grave en el subgrupo de pacientes con CCR (n=42). 
El análisis general de asociación mostró un resultado estadísticamente significativo 
(p=0.017) entre los genotipos de la variante VNTR y la toxicidad a la quimioterapia basada 
en fluoropirimidnas en el grupo de pacientes con CCR (figura 11).  
 
Figura 11. Conteo de casos de toxicidad vs genotipos del VNTR para pacientes con CCR. 
El análisis por tablas de contingencia mostró una asociación significativa (p=0.021, prueba 
F de Fisher) entre el alelo 2R en un modelo genético recesivo común y un mayor riesgo 
76%
24% 
Toxicidad reportada según guía CTCAE v4
Leve/Moderada Grave
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(OR=10.000 IC95% 1.480-67.554) de desarrollar un evento tóxico grave en respuesta a la 
quimioterapia basada en fluoropirimidinas en el grupo de pacientes (figura 12). 
 
Figura 12. Conteo de casos de toxicidad vs el modelo genético recesivo común para el alelo 2R. 
Por consiguiente se estableció que el alelo 3R fue un factor protector (OR=0.100 IC95% 
0.015-0.676, p=0.021 prueba F de Fisher) frente al desarrollo de eventos tóxicos graves en el 
grupo de pacientes analizados. 
No se encontró ninguna asociación entre los alelos de la variante en la región 3’UTR del gen 
TYMS (rs151264360) con la toxicidad. 
3.3. Resultados de la evaluación de los genotipos y de las frecuencias alélicas para las 
variantes en las regiones no traducidas del gen TYMS en la población adulta normal del 
noreste de México. 
Para complementar los hallazgos encontrados durante la validación del método de 
genotipificación de las variantes del gen TYMS y con el fin de establecer las frecuencias 
alélicas y los genotipos de las distintas variantes en la población del noreste de México se 
realizó el análisis de genotipificación sobre un grupo de 99 individuos sanos, reclutados en 
el servicio de Gastroenterología del Hospital Universitario (Monterrey) durante los 
procedimientos de endoscopia y colonoscopia. Los resultados se muestran en las tablas (12-
15). Como se puede apreciar, todos los genotipos para las distintas variantes estuvieron en 
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concordancia con la ley de Hardy-Weinberg. Los alelos menores fueron el alelo 2R, el alelo 
C, el alelo G y el alelo 6bp-, para las variantes VNTR, rs183205964, rs2853542 y el indel en 
la región 3’UTR (rs151264360) respectivamente. 
VNTR (rs45445694) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
2R/2R 2R/3R 3R/3R 2R 3R 
18 51 31 0.43 0.57 
1H-W p=0.78   
Tabla 12.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas del VNTR en la muestra de sujetos sanos (n=99). 
1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución de los genotipos según la ley de Hardy-Weinberg. 
G/C (rs183205964) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
2RG/2RG 2RG/2RC 2RC/2RC G C 
94 6 0 0.99 0.01 
1H-W p=0.90   
Tabla 13.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas del SNV rs183205964 en la muestra de sujetos 
sanos (n=99). 1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución de los genotipos según la ley de Hardy-
Weinberg. 
G/C (rs2853542) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
3RG/3RG 3RG/3RC 3RC/3RC G C 
26 52 23 0.45 0.55 
1H-W p=0.74   
Tabla 14.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas del SNV rs2853542 en la muestra de sujetos 
sanos (n=99). 1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución de los genotipos según la ley de Hardy-
Weinberg. 
Delección 6bp (rs151264360) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
6bp+/6bp+ 6bp+/6bp- 6bp-/6bp- 6bp+ 6bp- 
54 34 11 0.72 0.28 
1H-W p=0.13   
Tabla 15.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas de la variante rs151264360 en la muestra de 
sujetos sanos (n=99). 1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución de los genotipos según la ley de 
Hardy-Weinberg. 
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Al comparar los genotipos para el VNTR en nuestra población de sujetos sanos frente a los 
reportados para otras poblaciones, se observa una convergencia para los genotipos y las 
frecuencias de los alelos 2R y 3R entre nuestra población bajo estudio y poblaciones de 
américa del sur y a su vez entre estas y poblaciones caucásicas europeas y de los Estados 
Unidos, en dónde es prevalente el genotipo 2R/3R. Sin embargo, se observa una diferencia 
notable en los genotipos y en las frecuencias alélicas entre estas poblaciones y las poblaciones 
del este asiático, siendo prevalente en estas últimas el genotipo 3R/3R (tabla 16). Es 
interesante notar las discrepancias en cuanto a los genotipos del VNTR calculado en el 
presente trabajo y aquellos reportados por Marsh y col. en población residente en los Estados 
Unidos con ancestría mexicana. 
Población n Frecuencias alélicas Genotipos (%) Ref. 
2R 3R 2R/2R 2R/3R 3R/3R 
Noreste de México 99 0.43 0.57 18 51 31 * 
Mexicanos  (Los Angeles)1 91 0.35 0.65 15 37 46 (73) 
Perú 73 0.34 0.66 11 47 42 (73) 
Caucásicos  (UK) 96 0.40 0.60 19 43 38 (67) 
Chile 368 0.43-0.47 0.53-0.57 22-23 46-48 29-34 (74) 
Brasil 364 0.46 0.54 18 56 26 (75) 
Turquía 250 0.42 0.58 18 49 34 (76) 
Caucásicos (USA) 104 0.46 0.54 19 54 27 (77) 
Kenya2 98 0.44 0.49 17 44 26 (77) 
Afroamericanos (USA) 92 0.46 0.52 20 53 24 (77) 
China 96 0.18 0.82 2 31 67 (67) 
Japon3 252 0.17 0.83 4 27 69 (78) 
Taiwan4 201 0.18 0.82 4 29 67 (79) 
India5 350 0.64 0.35 53 20 25 (80) 
Tabla 16. Comparación entre los genotipos y las frecuencias alélicas para la variante VNTR entre diferentes 
poblaciones. Todos los estudios reportaron muestras sanguíneas de sujetos sanos como material de estudio.*El 
presente estudio.  1 Alelo 4R (0.005). 2Alelo 4R (0.07). 3 A partir de muestras de tejido tumoral de CCR. 4 A 
partir de sangre de pacientes con CCR. 5 Alelo 1R (0.006). 
En relación con las variante VNTR y la delección de 6bp en las regiones 5’UTR y 3’UTR 
respectivamente, se realizó el análisis de desequilibrio de ligamiento mediante el programa 
SNP Analyzer ™ 2.0. Como resultado y como es de esperarse dada la proximidad (16 kb) 
entre las posiciones cromosómicas de las dos variantes, se obtuvo un LOD score de 28.9 
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(p<0.001), que indica ligamiento de estas dos variantes. Por otro lado, los valores calculados 
para |D’|=0.80 y r2=0.19 indican co-heredabilidad de las dos variantes en alto grado, sin 
embargo dadas las diferencias en las frecuencias alélicas entre estas, no sería recomendable 
usar cualquiera de las variantes como sustituta de la otra en los estudios de asociación.  
3.4. Resultados de la validación de los genotipos hallados en la población adulta normal, 
mediante secuenciación por electroforesis capilar 
Con el fin de validar los resultados obtenidos en la genotipificación de las variantes tipo 
VNTR y los dos SNVs en la región TSER analizados mediante PCR-RFLP, se realizó una 
nueva amplificación de algunas muestras seleccionadas de sujetos sanos utilizando oligos 
específicamente diseñados para producir amplicones con la extensión adecuada para 
identificar la presencia de los SNVs mencionados mediante secuenciación capilar: 210 pb 
para el alelo 2R y 238 pb para el alelo 3R. Mediante el análisis de las secuencias producidas 
se pudo identificar la presencia de la transversión G/C en el 12vo nucleótido de la segunda 
repetición en el alelo3R (rs2853542) en dos individuos sanos que previamente habían sido 
clasificados como heterocigotos para esta variante (3RG/3RC) mediante PCR-RFLP (figura 
13). 
Bajo el mismo planteamiento se analizó la secuencia del VNTR para el único individuo que 
resulto heterocigoto para el SNV rs183205964, con la transversión G/C en el 12vo nucleótido 
en la primera repetición del alelo 2R. El análisis de la secuencia corroboró el resultado 
obtenido mediante PCR-RFLP que indica la presencia del alelo C en esta posición para un 
individuo con el genotipo 2RG/2RC (figura 14). 
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Figura 13. Electroferograma con la secuencia para el VNTR de un individuo heterocigoto para el SNV 
rs2853542. En A se muestra la secuencia de la segunda repetición, la flecha indica la posición del 12o nucleótido 
(G). En B se muestra la secuencia de la segunda repetición, la flecha indica la posición del 12o nucleótido con 
la transversión G/C. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Electroferograma con la secuencia para el VNTR de un individuo heterocigoto para el SNV 
rs183205964. La flecha indica la transversión G/C en la posición del 12o nucleótido de la primera repetición 
del alelo 2R. 
 
 
39 
 
3.5. Resultados del análisis prospectivo de asociación entre los genotipos para las 
variantes en regiones no codificantes del gen TYMS y la respuesta clínica y la toxicidad 
a la quimioterapia basada en fluoropirimidinas en pacientes con tumores 
gastrointestinales. 
La metodología validada para la genotipificación de los pacientes en las variantes de las 
regiones no codificantes del gen TYMS, fue utilizada en la realización de un estudio 
prospectivo multicéntrico con una cohorte de pacientes (n=91) diagnosticados con neoplasias 
de origen gastrointestinal que recibieron tratamiento quimioterapéutico basado en 
fluoropirimidinas y que cumplieron los criterios de inclusión del estudio.  
Del total de los pacientes vinculados al estudio, el 48% fueron reclutados en la UMAE N°25 
del IMSS y el 26% fueron reclutados en el Centro Universitario Contra el Cáncer del Hospital 
Universitario, ambas instituciones de la ciudad de Monterrey.  
Estado de origen N % 
CHIHUAHA 1 1 
COAHUILA 23 25 
COLIMA 2 2 
ESTADO DE MÉXICO 1 1 
GUERRERO  1 1 
HIDALGO 1 1 
JALISCO 12 13 
MICHOACAN 2 2 
NUEVO LEON 34 37 
SAN LUIS POTOSI 2 2 
SINALOA 1 1 
TAMAULIPAS 8 9 
VERACRUZ 1 1 
ZACATECAS 3 3 
Total 92 100 
Tabla 17. Distribución de la cohorte de pacientes (n=91) por estado de origen. 
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Por su parte, el 17% de los pacientes restantes fueron reclutados en el Centro Médico 
Nacional de Occidente del IMSS en la ciudad de Guadalajara. La distribución de los pacientes 
por estado de origen se muestra en la tabla 17. Como se puede notar, la mayoría de los 
pacientes (62%) eran originarios de los estados del noreste del país (Nuevo Léon y Coahuila). 
Todos los pacientes fueron reclutados al inicio del tratamiento quimioterapéutico o dentro de 
los tres primeros ciclos de quimioterapia. Respecto de las características demográficas y de 
diagnóstico clínico de los pacientes, estas se resumen en la tabla 18. La mayoría de los 
pacientes fueron hombres (66%). La distribución de sexos y el rango de edad fueron 
equiparables a los del grupo de pacientes con CCR previamente analizadas 
retrospectivamente (ver tabla 10). Aunque en comparación, en esta cohorte se amplió la 
muestra de pacientes a aquellos que presentaron tumores en distintas regiones del tracto 
gastrointestinal, siendo prevalentes los tumores en el colon y en el recto y en canal anal 
(84%). La mayoría de los pacientes (86%) fueron diagnosticados en etapas avanzadas (III y 
IV), lo cual en el ámbito clínico se asocia con un pobre pronóstico. 
Características N % 
Sexo   
        Hombres 60 66 
        Mujeres 31 34 
Edad (años)   
        Mediana 58  
        Rango 28-84  
Origen anatómico del tumor primario   
       Estómago 11 12 
       Esófago y unión gastroesofágica 4 4 
       Colon  50 55 
       Recto y canal anal 26 29 
Estadío clínico del tumor según TNM   
       Etapa I 2 2 
       Etapa IIa-c 11 12 
       Etapa IIIa-c 31 34 
       Etapa IV 47 52 
Tabla 18. Características demográficas y clínicas de la cohorte de pacientes (n=91) vinculados al estudio. 
Como resultado de la genotipificación de los pacientes se obtuvieron los genotipos y las 
frecuencias alélicas presentadas en las tablas 19-22. 
De acuerdo con las frecuencias alélicas calculadas, se identificaron los alelos menores para 
cada variante. Notablemente y a diferencia de lo hallado para la población sana, en esta 
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cohorte de pacientes los alelos 3R y G correspondientes a las variantes VNTR (rs45445694), 
y SNV G/C (rs2853542) fueron los alelos menores, lo que se tradujo en un incremento en los 
individuos homocigotos para el alelo 2R.  De la misma manera que en el grupo de sujetos 
sanos, solo pudo identificarse el alelo C de la variante rs183205964 en un individuo 
heterocigoto 2RG/2RC. Los alelos menores para el SNV G/C (rs183205964) la variante en 
la región 3’UTR (rs151264360), fueron el alelo C y el alelo 6bp- respectivamente y sus 
frecuencias alélicas fueron idénticas a las calculadas para la población sana.  
Se estableció que la distribución de los genotipos para cada una de las variantes estaba en 
concordancia con la Ley de Hardy-Weinberg.  
VNTR (rs45445694) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
2R/2R 2R/3R 3R/3R 2R 3R 
26 49 24 0.51 0.49 
1H-W p=0.92   
Tabla 19.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas del VNTR en la cohorte de pacientes (n=91). 
1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución de los genotipos según la ley de Hardy-Weinberg. 
G/C (rs183205964) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
2RG/2RG 2RG/2RC 2RC/2RC G C 
96 4 0 0.99 0.01 
1H-W p=0.83   
Tabla 20.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas del SNV rs183205964 en la cohorte de pacientes 
(n=91). 1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución de los genotipos según la ley de Hardy-
Weinberg. 
G/C (rs2853542) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
3RG/3RG 3RG/3RC 3RC/3RC G C 
26 43 30 0.51 0.49 
1H-W p=0.20   
Tabla 21.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas del SNV rs2853542 en la cohorte de pacientes 
(n=91). 1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución de los genotipos según la ley de Hardy-
Weinberg. 
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Delección 6bp (rs151264360) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
6bp+/6bp+ 6bp+/6bp- 6bp-/6bp- 6bp+ 6bp- 
49 44 6 0.72 0.28 
1H-W p=0.34   
Tabla 22.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas de la variante rs151264360 en la cohorte de 
pacientes (n=91). 1Análisis estadístico (χ2 de Pearson) para la distribución de los genotipos según la ley de 
Hardy-Weinberg. 
A partir de la genotipificación de la cohorte de pacientes fue posible realizar la asociación 
entre los genotipos para las variantes del gen TYMS y la respuesta clínica a la quimioterapia 
basada en fluoropirimidinas. Para ello se realizó la categorización de la respuesta clínica 
según la guía RECIST como se indica en la tabla 23. 
Categoría de respuesta Respuesta clínica según 
RECIST v1.1. 
n (%) 
Respuesta + Respuesta menor, respuesta 
parcial, respuesta completa. 
27 (30) 
Respuesta - Enfermedad estable, 
progreso de la enfermedad, 
muerte. 
64 (70) 
Tabla 23. Categorización de la respuesta clínica según la guía RECIST v1.1 para la cohorte de pacientes (n=91). 
El análisis mostró una asociación estadísticamente significativa (p=0.004) entre los genotipos 
combinados VNTR y SNVs, relacionados con una baja expresión de TYMS y una mejor 
respuesta clínica (OR=4.684 IC95% 1.578-13.900), esto se traduce en un mayor riesgo de 
una respuesta negativa en pacientes que portan el alelo 3R en el VNTR y el alelo G en el 
SNV rs2853542 (figura 15). Aún más, el análisis independiente del diplotipo 3RG indicó una 
asociación significativa (p=0.0032) a un fracaso en la respuesta clínica con cada copia del 
alelo G, siendo la tasa de respuesta de 0% para los pacientes homocigotos 3RG/3RG (figura 
16). 
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 Figura 15. Distribución de casos asociados a la respuesta clínica por genotipos de alta o baja expresión de 
TYMS. 
Por su parte, el análisis general de los genotipos (6bp+/6bp+, 6bp+/6bp-, 6bp-/6bp-) 
correspondientes la variante en la región 3’UTR mostró una asociación significativa con la 
respuesta clínica (p=0.010).  
 
Figura 16. Respuesta objetiva en relación con el diplotipo 3RG. P=0.0032, Prueba de tendencia de Cochran-
Armitage. 
En un análisis posterior se determinó que en un modelo genético recesivo común para el alelo 
mayor (6bp+), este se asoció significativamente (p=0.004) con una mejor respuesta clínica 
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(OR=4.176 IC95% 1.544-11.293). Este resultado indica que la presencia del alelo menor 
(6bp-) se relaciona significativamente (p=0.004) con una menor probabilidad de una 
respuesta positiva al tratamiento (OR=0.239 IC95% 0.089-0.648). Gráficamente esto se 
observa en la figura 17. 
 
Figura 17. Distribución de casos asociados a la respuesta clínica por genotipos de la variante en la región 
3’UTR. 
Respecto a la toxicidad reportada para la cohorte de pacientes, el 29% del total de pacientes 
desarrollo algún evento de toxicidad grave (grados 3 y 4) o requirió de un ajuste de dosis por 
parte del médico tratante debido a la toxicidad presentada frente al esquema 
quimioterapéutico de primera línea. La toxicidad gastrointestinal (náuseas, vómito, diarrea) 
fue prevalente, seguida de eventos de toxicidad hematológica (neutropenia, trombocitopenia) 
y neurológica (neuropatía) (figura 18). 
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Figura 18. Toxicidad reportada para la cohorte (n=91) de pacientes bajo estudio según las categorías 
leve/moderada (grados 1 y 2 según guía CTCAE v4) o grave (grados 3 y 4 según guía CTCAE v4.1). 
El análisis entre los diferentes genotipos para todas las variantes genotipificadas en la cohorte 
de pacientes y su relación con la toxicidad no arrojó ninguna asociación significativa. El 
análisis conjunto de los genotipos del VNTR y los SNVs en la región TSER, categorizados 
como de baja o alta expresión de TYMS, no mostró ninguna asociación significativa con la 
toxicidad reportada en la cohorte de pacientes. 
3.5. Resultados del análisis de expresión de los genes TYMS y ERCC1 en muestras de 
tejido tumoral y de tejido sano. 
Para el análisis de expresión de los genes de interés TYMS y ERCC1 en las muestras de tejido 
tumoral y sano, se implementó una metodología de expresión relativa basada en transcripción 
inversa y PCR en tiempo real (RT-qPCR) usando el agente fluorogénico SYBR Green. 
La metodología exige el empleo de genes normalizadores para controlar las variaciones 
propias del ensayo, al evaluar la expresión de los genes de interés en cada una de las muestras 
bajo estudio. Para ello se realizó en primera instancia, una búsqueda en la literatura y en 
segunda instancia un análisis bioinformático usando la herramienta Genevestigator® 
(NEBION, Suiza), la cual permite la selección de genes basados en la información 
relacionada con su expresión en diferentes tejidos y condiciones biológicas a partir de datos 
curados de microarreglos de expresión. De este modo y basado en su empleo previo en otros 
estudios y en sus niveles de expresión en tejidos de origen gastrointestinal y en la ausencia 
71%
29%
Toxicidad reportada según guía CTCAE v4
Toxicidad leve/moderada Toxicidad grave
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de relación biológica y funcional con los genes de interés, se pre-seleccionaron los siguientes 
genes como genes normalizadores para los ensayos de expresión: 
• B2M (Beta 2 Microglobulina): gen que codifica una proteína de unión al complejo 
mayor de histocompatibilidad de clase I (ID=567 NCBI). 
• GAPDH (Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa): gen que codifica la enzima del 
mismo nombre que participa en el metabolismo energético de los carbohidratos 
(ID=2597 NCBI). 
• URM1 (Modificador 1 relacionado a ubiquitina): gen que codifica una proteína que 
actúa como transportadora de azufre y como proteína de marcaje similar a ubiquitina 
(ID=81605 NCBI). 
Se diseñaron los oligos para los genes de interés y para los genes normalizadores y se 
estandarizó la metodología para evaluar la eficiencia de la amplificación del cADN de todos 
los genes bajo estudio y la estabilidad de la expresión de los genes de interés frente a los 
genes normalizadores a diferentes diluciones del cADN (Ver anexos 1 y 2). Como resultado 
de la estandarización del método, se seleccionaron los genes B2M y URM1 como los genes 
normalizadores para los ensayos subsecuentes de expresión. 
Para el análisis de expresión relativa de los genes TYMS y ERCC1, se agruparon todas las 
muestras de tejidos según su condición en tejidos tumorales (n=17) o tejidos sanos (n=19). 
La expresión relativa de ambos genes muestra una baja variabilidad intragrupos (tabla 24 y 
figuras 19 y 20). 
Grupos TYMS ERCC1 
2 -ΔCt (T-B) (±SD) 2 -ΔCt (T-U)  (±SD) 2 -ΔCt (E-B) (±SD) 2 -ΔCt (U-E) (±SD) 
Sano 8,0x10-4(2,0x10-3) 5,8x10-2(7,3x10-2) 9,6x10-2(2,2x10-1) 4,9x10-1(3,8x10-1) 
Tumor 7,6x10-4(8,6x10-4) 7,3x10-2(8,2x10-2) 2,7x10-2(2,3x10-2) 7,2x10-1(5,0x10-1) 
Tabla 24. Expresión relativa de los genes de interés (TYMS=T, y ERCC1=E) frente a los genes normalizadores 
(B2M=B y URM1=U) entre los grupos de muestras de tejido sano y tumoral. Promedio de los valores de 2 –ΔCt 
± Desviación Estándar (SD). 
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Al comparar la expresión de relativa de los genes TYMS y ERCC1 entre los grupos de tejido 
(tumoral vs sano) no se encontró diferencias estadísticamente significativas 
Figura 19. Expresión relativa (ΔCt) de TYMS frente a B2M (cuadro A) y frente a URM1 (cuadro B) en los grupos 
de tejido sano y tumoral.  
Figura 20. Expresión relativa (ΔCt) de ERCC1 frente a B2M (cuadro A) y frente a URM1 (cuadro B) en los 
grupos de tejido sano y tumoral. 
Se procedió posteriormente a analizar el cambio diferencial individual en la expresión 
relativa (ΔΔCt = Fold Change = FC) de ambos genes de interés exclusivamente en las 
muestras pareadas de tejido por paciente (n=16). En la tabla 25 se identifica el origen 
anatómica de cada par de muestras de tejido (sano y tumoral) utilizados en el análisis. Como 
A B 
A B 
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resultado, se observa que en la mayoría de los pacientes (n=9) hay una tendencia hacia una 
sub-expresión de TYMS en el tejido tumoral (FC promedio: T/B = -1.7 y T/U = -0.4). En otro 
grupo de pacientes (n=5) la tendencia es a la inversa, con una mayor expresión de TYMS en 
el tejido tumoral (FC promedio: T/B = 1.8 y T/U = 1.4).  
En dos de los pacientes (CX-06 y CMNO-23) hay una contradicción en el FC al comparar la 
expresión relativa de TYMS frente a los dos genes normalizadores, por lo que no es posible 
establecer el cambio diferencial de la expresión de TYMS en estos pacientes sin una selección 
definitiva del gen normalizador. No se observó ninguna relación entre el FC y el origen 
anatómico de las muestras (figura 21).  
Código CX01 CX02 CX03 CX05 CX06 CX07 CX08 CX09 
Origen Recto Colon Recto Recto Estómago Colon Estómago Colon 
Código CX10 CMNO4 CMNO11 CMNO16 CMNO23 CMNO26 CCR57 CG34 
Origen Colon Colon Recto Colon Colon Colon Colon Estómago 
Tabla 25. Identificación del origen anatómico de las muestras pareadas de tejido por paciente. 
 
Figura 21. Cambio (Log) en la expresión diferencial de TYMS entre el tejido tumoral y sano por paciente. 
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El análisis de expresión diferencial entre el tejido tumoral y el tejido sano para el gen ERCC1 
mostró resultados contradictorios al comparar su expresión relativa frente a los dos genes 
normalizadores en la mayoría de los pacientes (n=10). En dos de los pacientes se evidencia 
una tendencia a una sobre-expresión a un nivel bajo de ERCC1 en el tejido tumoral (FC 
promedio: E/B = 1.1 y E/U = 0.4), mientras que en cuatro de los pacientes la tendencia es a 
una sub-expresión, también a un bajo nivel, de ERRC1 en el tejido tumoral (FC promedio: 
E/B = -1.3 y E/U = -0.6). No se observó ninguna relación entre el FC para el gen ERCC1 y 
el origen anatómico de las muestras (figura 22). 
 Figura 22. Cambio (Log) en la expresión diferencial de ERCC1 entre el tejido tumoral y sano por paciente. 
3.6. Resultados del análisis de expresión del gen TYMS en muestras de tejido en función 
del genotipo para las variantes en las regiones no codificantes del gen  
Con el fin de establecer la posible asociación entre las variantes presentes en la región 3’UTR 
y en la región de amplificación TSER en el promotor del gen TYMS y su expresión a nivel 
de tejido, se realizó la genotipificación de las muestras de tejido siguiendo la misma 
metodología (PCR-RFLP) descrita previamente para las muestras sanguíneas. 
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Como resultado se obtuvieron las frecuencias de cada alelo y los genotipos correspondientes 
para cada variante (tablas 26-28).  
VNTR (rs45445694) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
2R/2R 2R/3R 3R/3R 2R 3R 
24 59 18 0.53 0.47 
Tabla 26. Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas del VNTR en las muestras de tejido. 
G/C (rs2853542) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
3RG/3RG 3RG/3RC 3RC/3RC G C 
0 23 0 0.38 0.63 
Tabla 27.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas del SNV rs2853542 en las muestra de tejido. 
Delección 6bp (rs151264360) 
Genotipos (%) Frecuencias alélicas 
6bp+/6bp+ 6bp+/6bp- 6bp-/6bp- 6bp+ 6bp- 
53 41 6 0.63 0.27 
Tabla 28.  Distribución de los genotipos y frecuencias alélicas de la variante rs151264360 en las muestras de 
tejido. 
No se evidenció la presencia del alelo C para el SNV (rs183205964) presente en el alelo 2R 
del VNTR. Notablemente, todas las muestras analizadas para el SNV rs2853542 fueron 
heterocigotas. Así mismo, se evidenció que en comparación con la distribución de 
frecuencias para los alelos del VNTR analizadas a partir de muestras sanguíneas en la 
población sana, en las muestras de tejido el alelo menor fue 3R y el genotipo 3R/3R estaba 
sub-representado. Por su parte la distribución de frecuencias alélicas para para la variante 
del6bp en la región 3’UTR a partir de las muestras de tejido fue muy similar al obtenido a 
partir de las muestras sanguíneas de los sujetos sanos. 
Del total de las muestras analizadas, 32 correspondieron a muestras de tejido pareado (16 
sanos y 16 tumorales) del mismo paciente. Una muestra correspondió a tejido tumoral 
exclusivo y una muestra a tejido sano exclusivo. Adicionalmente se incluyó una muestra de 
biopsia de un pólipo sésil hiperplásico de estómago pareada a una muestra de tejido sano, el 
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cuál es considerado una lesión pre-maligna. En esta última muestra de pólipo, se evidenció 
perdida de heterogocidad (LOH) para el alelo 3R del VNTR, dado que la muestra de tejido 
sano presentó el genotipo 3RGG/3RGC y la muestra de la lesión presentó el genotipo 
2RG/3RGC (figura 23). Para las demás muestra pareadas, la correspondencia entre los 
genotipos hallados para el VNTR, los SNVs y la variante tipo indel en la región 3’UTR para 
el tejido tumoral y el tejido sano fue del 100%. 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Resultado de la genotipificación del VNTR y los SNVs en la región TSER del promotor del gen 
TYMS en tejido tumoral y sano pareados. La flecha en el carril 20 indica un cambio en el perfil de restricción 
para la lesión (pólipo sésil) comparado con el tejido sano (carril 19), que se traduce en LOH para el alelo 3R 
del VNTR. 
El análisis entre la distribución de los diferentes genotipos de las variantes y la expresión de 
TYMS no mostró resultados significativos al evaluar los diferentes modelos genéticos 
posibles.  
En un estudio publicado previamente, se asoció la presencia de los genotipos 2R/2R, 2R/3RC 
y 3RC/3RC con un bajo nivel de expresión y los genotipos 2R/3RG, 3RG/3RC y 3RG/RG 
con un mayor nivel de expresión del gen TYMS (81). Por lo tanto, se decidió agrupar los 
tejidos de acuerdo con estos genotipos y analizar la expresión de TYMS en las muestras de 
tejido tumoral (n=17) en función de los mismos. Sin embargo, no se encontró una diferencia 
estadísticamente significativa en la expresión del gen entre las dos agrupaciones (figura 24). 
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Figura 24. Expresión de TYMS en el tejido tumoral en función de los genotipos de baja y alta expresión según 
Kawakami y Watanabe (81). 
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 DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
La quimioterapia basada en fluoropirimidinas ha sido utilizada desde su introducción hace 
casi medio siglo en el tratamiento de diversos tipos de neoplasias incluyendo las de origen 
gastrointestinal, sin embargo en el ámbito oncológico es bien conocido el hecho de que la 
respuesta clínica a las fluoropirimidinas varía mucho entre los pacientes. Dentro de los 
diversos factores que inciden en la variabilidad en la respuesta y que han sido estudiados, se 
incluyen el sexo, el estado funcional del paciente (según la escala ECOG), el esquema 
utilizado (administración diaria, semanal o infusión intravenosa continua) e incluso el 
momento del ciclo circadiano en el que se administra el tratamiento (82).  
En lo que se refiere a la tolerabilidad del tratamiento con fluoropirimidinas parece también 
haber diferencias importantes entre hombres y mujeres, así como con la edad al inicio del 
tratamiento e incluso con el origen étnico (83). Particularmente se ha evidenciado que con 
esquemas de tratamiento similar, los pacientes con CCR en los Estados Unidos tienen mayor 
riesgo de presentar eventos tóxicos graves en comparación con pacientes del este de Asia 
(84). Aunque pueden existir diversas explicaciones sociodemográficas para estas 
divergencias, la presencia de determinantes genéticos asociados a la respuesta y a la toxicidad 
a las fluoropirimidinas ha surgido como un factor clave en la búsqueda de tratamientos más 
seguros y eficaces. Existe un número cada vez mayor de estudios de reportes de eventos 
tóxicos y resultados de estudios clínicos de respuesta a quimioterapia en los que se han 
implicado mutaciones en genes asociados al metabolismo de las fluoropirimidinas (85). 
Algunas de estas variantes en genes como DPYD y CDA se han asociado a eventos tóxicos 
graves y se han propuesto como biomarcadores genéticos para la quimioterapia basada en 
fluoropirimidinas (86, 87). Específicamente para las variantes del gen DPYD con relevancia 
clínica conocidas hasta la fecha, se han establecido unas guías clínicas que orientan el ajuste 
de la dosis de 5-FU dependiendo del genotipo del paciente para cada una de ellas (88). 
En lo que respecta a la respuesta a la quimioterapia sin embargo, no existe un marcador 
predictivo que pueda ser usado en el ámbito clínico, más aún, aunque está bien documentada 
la existencia de las variantes en los genes mencionados relacionadas con eventos tóxicos 
4 
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graves, incluso con desenlaces fatales, la evidencia sugiere que la información disponible 
hasta la fecha es insuficiente para predecir con un alto valor predictivo el desarrollo de 
eventos tóxicos graves a la quimioterapia de primera línea en pacientes con tumores 
gastrointestinales avanzados, por lo que es importante la búsqueda de otros posibles 
marcadores de respuesta  y de toxicidad aplicables en el contexto clínico (89, 90). 
La enzima Timidilato Sintasa (TS) es el blanco farmacológico de las fluoropirimidinas por 
lo que su estudio como potencial biomarcador de la respuesta a estos agentes está sustentado 
en una premisa lógica. Décadas atrás, un estudio demostró que los tejidos con mayor nivel 
de inhibición de TS eran aquellos implicados en los efectos tóxicos limitantes de la dosis del 
5-FU, aunque en dicho estudio no se abordó la expresión basal de TS en estos tejidos (91). 
En otro estudio, se pudo establecer una mayor incidencia de efectos tóxicos en pacientes con 
CCR sometidos a tratamiento con 5-FU en relación con una menor expresión de TS en el 
tejido sano (92). Así mismo, los autores de otro estudio encontraron una relación 
estadísticamente significativa entre la expresión intratumoral de TS y la respuesta clínica y 
la supervivencia de los pacientes con CCR tratados con 5-FU (93). Usando un modelo murino 
xenografiado de cáncer gástrico, Fujiwara y col. encontraron una asociación inversa entre la 
expresión (mRNA) de TS y la respuesta in vivo a 5-FU (94). Estos primeros hallazgos han 
motivado la realización de más estudios enfocados a la búsqueda de una asociación entre la 
expresión intratumoral de la enzima timidilato sintasa (TS) y la respuesta clínica a 
fluoropirimidinas en pacientes con tumores de origen gastrointestinal, con la perspectiva de 
establecer dicha expresión como biomaracador predictivo de respuesta clínica a estos 
agentes. En consecuencia, existe evidencia de que una alta expresión intratumoral de la 
enzima TS se asocia con un menor supervivencia global en pacientes con cáncer colorrectal 
(CCR) y con una menor respuesta a la quimioterapia basada en 5-FU (95-97).  
La regulación de la transcripción del gen TYMS es compleja, depende de la etapa del ciclo 
celular y parece requerir de varios factores actuando de manera coordinada en roles de 
amplificación y supresión en un modo dependiente de tejido (98-102). Más aún, la evidencia 
sugiere que la regulación de la expresión de la enzima depende principalmente de eventos 
post-transcripcionales y post-traduccionales que incluyen, la existencia natural de un 
transcrito antisentido del mRNA de TYMS a partir de la propia región 3’UTR del gen y la 
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retroalimentación negativa de la traducción que ejerce la apoenzima, actuando sobre 
secuencias reguladoras en cis sobre su propio transcripto (103-106).  
La existencia de algunas variantes en la región promotora del gen con implicaciones para la 
expresión de la enzima ha abierto el camino para varios estudios que tratan de establecer su 
posible asociación con el riesgo, el pronóstico y la respuesta al tratamiento quimioterapéutico 
del CCR, ante la perspectiva de poder evaluar dichas variantes a partir de muestras de sangre 
en un contexto previo al tratamiento con las fluoropirimidinas clásicas y los nuevos agentes 
en desarrollo y con una orientación clara hacia una medicina de precisión (107). Por otra 
parte, las mutaciones de línea germinal en la región codificante del gen TYMS son raras y 
hasta la fecha no se han relacionado con algún efecto patológico. Recientemente se informó 
de un paciente con mCCR quien después de recibir tratamiento quimioterapéutico basado en 
fluoropirimidinas con varios esquemas distintos por un periodo de 8 años, desarrolló 
toxicidad grave con cada uno de ellos, pero así mismo superó en más de un 50% el promedio 
de tiempo de supervivencia para pacientes que han sufrido metastasectomía. La elevada 
toxicidad y la excelente respuesta presentada por este paciente fue asociada, después de 
evaluar varios genes y variantes candidatas, a una mutación sin sentido previamente no 
reportada, en el gen TYMS (108). Este caso está muy relacionado con otro reportado en la 
literatura en el que debido a la toxicidad presentada por un paciente con mCCR, fue necesaria 
la suspensión del tratamiento a pesar de presentar una excelente respuesta con 5-FU. 
Habiéndose descartado la presencia de posibles variantes funcionales en el gen DPYD, se 
identificó en el paciente el genotipo 2R/2R para la variante tipo VNTR (rs45445694) del gen 
TYMS, asociado a una baja expresión de la enzima, lo que llevó a los autores a sugerir la 
presencia de este genotipo como posible causa de la toxicidad y la respuesta evidenciada en 
el paciente (109).  
Tomando en consideración toda la evidencia presentada, es viable plantear la hipótesis de 
que la presencia de variantes en el gen TYMS que tengan implicación funcional en la actividad 
de la enzima o en su expresión, pueden ser biomarcadores potenciales predictivos de 
respuesta y toxicidad a la quimioterapia basada en fluoropirimidinas. Bajo esta hipótesis se 
llevó a cabo el presente trabajo utilizando un enfoque basado en gen candidato sobre una 
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población de pacientes diagnosticados con tumores malignos de origen gastrointestinal en 
tratamiento con el esquema quimioterapéutico basado en fluoropirimidinas. 
En el presente trabajo, empleando PCR-RFLP fue posible establecer en un análisis 
retrospectivo de pacientes con CCR, la presencia de los alelos 2R, 3R y G, C 
correspondientes a las variantes VNTR (rs45445694) y SNV G/C (rs2853542) 
respectivamente, presentes en la región de amplificación del promotor (TSER) en la región 
5’UTR del gen TYMS. No se identificaron los alelos 1R y 4R del VNTR en ninguno de los 
sujetos, sanos o enfermos, de la población bajo estudio. Estos alelos han sido reportados 
previamente con una muy baja frecuencia alélica en población africana y en residentes en 
Los Angeles con ancestria mexicana (4R) y en población india (1R)  (73, 77, 80). Por su parte 
el alelo C del SNV G/C (rs183205964) presente en la misma región génica, solo se identificó 
en un sujeto sano y en un paciente con CG, ambos heterocigotos, en un análisis prospectivo 
posterior. 
Para el grupo de pacientes con CCR, se estableció que el 24% desarrollaron algún tipo de 
evento tóxico grave durante el tratamiento con fluoropirimidinas. Durante el análisis se 
estableció una asociación entre el genotipo 2R/2R y el riesgo de presentar toxicidad grave al 
tratamiento con fluoropirimidinas en este grupo de pacientes (OR=10.000 IC95% 1.480-
67.554). Este resultado sin embargo está condicionado por el no cumplimiento con el 
equilibrio de Hardy-Weinberg para la distribución de genotipos de la variante tipo VNTR en 
esta población de pacientes.  
Po su parte durante el análisis prospectivo posterior en pacientes diagnosticados con tumores 
gastrointestinales se evidenció un porcentaje aún más amplio de pacientes que 
experimentaron eventos de toxicidad grave (29%).  En esta cohorte, no se encontró 
diferencias en el riesgo de padecer efectos tóxicos por grupos de edad (mayores de 70 vs 
menores de 70 años) o sexo, aunque en otros estudios previos más amplios, si se hayan 
reportado tales diferencias en otras poblaciones (83). En esta cohorte no se presentó ninguna 
asociación entre las variantes analizadas y la toxicidad. 
Respecto a la toxicidad generada por las fluoropirimidinas, existe evidencia clínica que 
sugiere la posible utilidad de la genotipificación de las variantes del gen TYMS en sangre 
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como biomarcadores genéticos predictivos de toxicidad al tratamiento quimioterapéutico del 
CCR (110). Los resultados obtenidos en el presente estudio están en concordancia con los 
reportados en la literatura para pacientes con CCR. Un primer estudio demostró una 
asociación significativa entre el genotipo homocigoto 2R/2R en los tumores de pacientes que 
recibieron tratamiento con 5-FU y la incidencia de efectos tóxicos graves. Adicionalmente, 
en este mismo estudio se encontró una asociación entre el haplotipo 2R/6bp+ con el riesgo 
de toxicidad grave, al igual que la presencia del genotipo 2R/2R (111). Resultados similares 
fueron obtenidos al genotipificar esta variante en muestras de sangre de pacientes con CCR, 
en los que se ha reportado una mayor incidencia de eventos adversos graves en individuos 
homocigotos para el alelo 2R, con un incremento de 2.5 veces en el riesgo de toxicidad 
representada en el desarrollo del síndrome mano-pie con el uso de 5-FU y de su análogo la 
capecitabina, (47, 112). 
En el presente trabajo se pudo comprobar la asociación significativa entre la presencia de los 
alelos 3R, G y del en las variantes VNTR (rs45445694), SNV G/C (rs2853542) e indel 
(rs151264360) respectivamente, con un fracaso en la respuesta al tratamiento con 
fluoropirimidinas en la cohorte de pacientes bajo estudio. 
Un estudio realizado en pacientes con CCR que recibieron tratamiento basado en 5-FU 
mostró que las combinaciones 2R/3R-6bp+/6bp+ y 3R/3R con cualquier genotipo en la 
región 3’UTR (6bp+/6bp+, 6bp+/6bp-, 6bp-/6bp-) ofrecen un peor pronóstico, con tiempos 
de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global inferiores, comparados a otros 
genotipos. Los autores aducen las diferencias significativas en la respuesta al tratamiento a 
que estos genotipos estarían asociados a una mayor expresión de la enzima TS (110). En esta 
misma línea, en otro estudio se observó una asociación de tipo genotipo 3R/3R-mayor 
expresión en el tejido tumoral-menor respuesta al 5-FU y genotipo 2R/2R-menor expresión 
en el tejido tumoral-mayor respuesta al 5-FU (113). En principio se postuló que el mecanismo 
por el cual el genotipo 3R/3R se asocia con una mayor expresión de la enzima estaría mediado 
por una mayor actividad traduccional sobre el mARN, más que por un incremento en el nivel 
de transcripción del gen (114). Sin embargo, la identificación de un polimorfismo tipo SNV 
(G>C) presente en la posición 12 de la primera repetición del VNTR con doble repetición 
(2R), así como de otro polimorfismo presente en el 12vo nucleótido de la segunda repetición 
del VNTR con tres repeticiones (3R) y su particular influencia en la expresión del gen,  dio 
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origen a una nueva hipótesis que permitiera explicar la falta de uniformidad respecto de los 
resultados obtenidos en los estudios previos que evalúan la relación entre el VNTR y la 
respuesta clínica al 5-FU en el CG y el CCR (115, 116). La presencia del SNV en la segunda 
repetición del alelo 3R, produce dos alelos adicionales (3RG y 3RC), de los cuáles el alelo 
3RG se ha asociado con una mayor actividad transcripcional y traslacional del mARN del 
gen TYMS in vitro y menor quimiosensibilidad a fluoropirimidinas, hecho posiblemente 
relacionado con la presencia de un sitio de unión al factor de transcripción USF-1  (81, 117, 
118) (figura 25). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Representación gráfica de la posición de los alelos del VNTR en la región 5’UTR del gen TYMS y 
la secuencia de unión al factor USF-1. Las repeticiones 1R, 2R y 3R del VNTR se indican en su posición relativa 
respecto de la región 5’UTR del gen. La flecha marcada como start corresponde a la posición de inicio de la 
transcripción (posición 0 para coordenadas de la secuencia codificante). Las flechas marcadas como E-Box, 
corresponden a las secuencias de unión al factor de transcripción USF-1.Esta última se identificada en el 
recuadro izquierdo inferior con la secuencia nucleotídica CACTTG en la cadena positiva. La posición del alelo 
C de la variante tipo SNV (rs2853542) en la segunda repetición se indica con la flecha negra y corresponde 
justo al último nucleótido de la secuencia de unión a USF-1. Imagen generada mediante anotación manual de 
las secuencias respectivas con el programa Unipro UGENE 1.25 a partir de datos obtenidos de Ensembl genome 
browser 87. 
 
Si bien, se ha observado que la presencia del alelo 3R se relaciona con un mayor nivel de 
expresión de la enzima TS tanto en el tejido tumoral como en el tejido sano (119), la 
asociación entre este polimorfismo y la sensibilidad al 5-FU en el CG aún no se ha establecido 
de manera concluyente (120, 121). Como es de esperarse, la sensibilidad de las células de 
CCR al 5-FU está en relación directa con el nivel de actividad de la enzima TS, sin embargo 
su uso como marcador de pronóstico para los pacientes que reciben tratamiento con 
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fluoropirimidinas aún no está del todo validado (122). Por ejemplo, el nivel de expresión de 
la enzima TS se ha correlacionado de manera inversa en el contexto clínico con la 
supervivencia de los pacientes con cáncer de colon metástasico que reciben infusión 
intravenosa de 5-FU como tratamiento y se propone en este estudio, como un marcador de 
pronóstico independiente para el tratamiento del cáncer colorectal metástasico con 5-FU 
(123). Este resultado contrasta sin embargo con el encontrado por Noda y col., quienes 
relacionaron una mejor respuesta de los pacientes con CCR metastásico al tratamiento con 
irinotecan más la combinación Leucovorina y 5-FU, en aquellos en los que la expresión de 
la enzima TS en el tejido tumoral era mayor (124). 
La presencia de las variantes tipo SNV incrustadas en el VNTR podrían ayudar a resolver 
estas discrepancias. En este contexto, clínicamente se han corroborado los resultados 
obtenidos mediante ensayos in vitro en relación con la presencia de ciertos alelos específicos 
en las regiones 5’UTR y 3’UTR y la respuesta a 5-FU. De esta manera se ha asociado la 
presencia de los alelos de bajo nivel de expresión de TS (5’UTR 2R, 3RC) y (3’UTR del6bp) 
con una mejor repuesta de los pacientes con CG al tratamiento adyuvante con regímenes 
basados en 5-FU (125). En un estudio de asociación genotipo-fenotipo, agrupando los 
pacientes con CCR en aquellos con genotipos de baja expresión de TS (2R/2R, 2R/3RC, 
3RC/3RC) y aquellos con genotipos de alta expresión de la enzima (2R/3RG, 3RC/3RG, 
3RG/3RG), Marcuello y col. lograron establecer una mayor probabilidad de respuesta clínica 
en los pacientes con genotipos de baja expresión que reciben quimioterapia basada en 5-FU 
(126).  Los resultados presentados en el presente trabajo están en concordancia con estos 
últimos, dado que en la cohorte de pacientes bajo estudio se estableció una mejor respuesta 
a la quimioterapia basada en fluoropirimidinas con la presencia de los genotipos catalogados 
como de baja expresión (OR=4.684 IC95% 1.578-13.900). 
Respecto a la expresión de TS entre el tejido sano y el tejido tumoral, en el presente trabajo 
no se encontró diferencias, más aún los resultados indican una expresión bastante homogénea 
intra e inter-sujeto. Resultados similares fueron obtenidos al evaluar la expresión tisular de 
la enzima ERCC1, enzima responsable de la reparación el daño causado por los compuestos 
de platino sobre el ADN. 
La expresión de TS no pudo correlacionarse con los distintos genotipos de las variantes en 
las regiones 5’UTR y 3’UTR del gen. Este resultado está en discrepancia con el desbalance 
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alélico reportado por otro estudio que indica un cambio de 1.5 veces en el nivel de expresión 
de la enzima con el cambio alélico de estas variantes (127).  
Varios estudios muestran una tendencia a una mejor respuesta, representada en un mayor 
tiempo de supervivencia libre de enfermedad, cuando la expresión de TS es baja en el tejido 
tumoral (128). Sin embargo, en el CCR la relación entre los polimorfismos localizados en 
regiones no codificantes y la expresión de la enzima TS en el tejido tumoral no es del todo 
clara aún, contrastando con los resultados obtenidos in vitro. Se ha encontrado asociación 
entre la presencia del genotipo 3R/3R y la expresión de la enzima mediante análisis 
inmunohistoquímico en especímenes de tejido tumoral de pacientes chinos con CCR (129). 
Sin embargo, en un estudio en el que se evaluaron los diferentes genotipos (VNTR, G>C, 
del6bp) en las regiones no codificantes del gen TYMS y la relación entre estos y el nivel de 
expresión (mARN) de la enzima, no se encontró asociación entre ninguno de estos factores 
(genotipos vs expresión) ni entre estos con los parámetros de respuesta clínica (supervivencia 
libre de enfermedad y supervivencia global) en pacientes con CCR tratados con 5-FU (130). 
Interesantemente, en el mismo estudio se reportó una diferencia estadísticamente 
significativa entre los niveles de expresión de la enzima TS presentados por el tejido tumoral 
y tejido no tumoral en las muestras pareadas de los pacientes, siendo mayor la expresión en 
el tejido no tumoral. Este resultado ya había sido reportado previamente por otro estudio, en 
el que adicionalmente se encontró una fuerte asociación entre el diplotipo 3RG (presencia 
simultánea de tres repeticiones en támden y del alelo G en la segunda repetición del VNTR) 
en individuos homocigotos y heterocigotos y el nivel de expresión de TS en el tejido no 
tumoral. Asociación que no fue observada para el tejido tumoral (131). En el presente trabajo 
se encontró una asociación estadísticamente significativa entre el alelo G (rs2853542) en el 
diplotipo 3RG y el fracaso en la respuesta clínica de los pacientes. La ausencia de este alelo 
en los genotipos catalogados como de baja expresión (L-E: 2R/2R, 2R/3RC, 3RC/3RC) en 
contraposición a los genotipos catalogados como de alta expresión (H-E: 2R/3RG, 3RC/3RG, 
3RG/3RG) explica la asociación significativa a una mejor respuesta con los genotipos de baja 
expresión en la cohorte de pacientes; asociación que persiste incluso al analizar el sub-grupo 
de pacientes con cáncer colorrectal avanzado. Este resultado ha sido reportado previamente 
para cáncer esofágico pero no para CCR (132). 
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Una explicación a la falta de concordancia en los resultados de estos estudios .es que en ellos 
se utilizaron diferentes estrategias metodológicas respecto a la genotipificación de los tejidos 
tumorales (genotipificación del VNTR vs genotipificación conjunta del VNTR y el SNV) y 
el análisis de la expresión y actividad de TS (inmunohistoquímica, RT-qPCR, unión a 3H-
FdUMP), por lo que sus resultados no son del todo comparables entre sí. Otro aspecto 
importante a considerar es que pocos de los estudios citados anteriormente indican las 
medidas tomadas para asegurar la homogeneidad de los tejidos, previo a la extracción de los 
ácidos nucleicos. Tanto la genotipificación de las variantes del gen TYMS, así como la 
evaluación de su expresión en el tejido tumoral puede generar resultados conflictivos si no 
se realiza una adecuada selección del tejido en función del contenido de células cancerosas 
vs células normales adyacentes, o la presencia de tejido necrótico o de infiltrados 
leucocitarios, un problema que no se tiene al evaluar las variantes de línea germinal en 
muestras sanguíneas de los pacientes (133, 134). En el presente trabajo se tomaron las 
medidas necesarias para asegurar la homogeneidad de los cortes histológicos utilizados como 
material de partida para los ensayos de expresión evitando la contaminación del tejido 
tumoral con tejido sano y viceversa. Adicionalmente, se realizó una cuidadosa selección de 
los genes utilizados como normalizadores para el análisis de expresión relativa de los genes 
de interés.  
Por otro lado se ha reportado que el VNTR en la región 5’UTR tendrían implicación en la 
traducción de la enzima y no en la transcripción del gen (114, 135). Este hecho podría 
explicar los resultados del presente trabajo en el que se evidenció una asociación entre esta 
variante y la respuesta clínica pero no con la expresión (mARN) del gen en el tejido tumoral, 
por lo que el efecto funcional de los SNVs en la región 5’UTR respecto de la respuesta clínica 
estaría aun por ser identificada. 
Por otro lado los resultados presentados aquí, de no asociación entre la variante indel en la 
región 3’UTR y la expresión de TYMS están en discrepancia con los reportados por Mandola 
y col. en relación a que los individuos homocigotos para el alelo 6bp+ mostraron mayor 
expresión (mARN) que los homocigotos para el alelo 6bp-, en tejido metastásico hepático de 
pacientes con mCCR en dicho estudio (64). Si bien es cierto que las muestras utilizadas en 
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el presente estudio fueron de diferente origen anatómico y de tumores primarios, lo que 
podría en parte explicar esta discrepancia. 
En relación con las diferencia étnicas en las frecuencias alélicas y los genotipos analizados, 
a partir de la genotipificación de sujetos sanos se estableció que las frecuencias alélicas de la 
inserción (72%) y la deleción (28%) para la variante en la región 3’UTR del gen TYMS son 
cercanas a lo reportado por Gallegos-Arreola y col. para población sana del occidente de 
México (136). Asi mismo, estas frecuencias alélicas se corroboran con lo reportado para 
poblaciones mestizas americanas y europeas. Cabe destacar sin embargo, que las frecuencias 
alélicas para ambos alelos en estas poblaciones son totalmente opuestas a lo reportado para 
poblaciones de Africa y del este de Asia (figura 26). Un resultado similar fue obtenido para 
los alelos 2R y 3R del VNTR en la region 5’UTR del gen. 
 
Figura 26. Distribución de las frecuencias alélicas para los alelos 6bp+ y 6bp- de la variante en la región 3’UTR 
del gen TYMS, entre las diferentes superpoblaciones del proyecto 1000Genomes. AFR=Africanos, 
AMR=Americanos mestizos, EAS=Este de Asia, EUR=Europeos, SAS=Sur de Asia. Datos recopilados del 
proyecto 1000Genomes fase 3. 
Un resultado importante del presente trabajo fue determinar las diferencias genéticas 
asociadas a las variantes del en TYMS entre la población mexicana y otras poblaciones. 
Teniendo en cuenta que del total de estudios publicados en los últimos 10 años en PubMed 
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relacionados con la respuesta al tratamiento y su asociación con las variantes del gen TYMS, 
el 22% (24/110) corresponden a estudios realizados en población asiática, resulta importante 
considerer las diferencias genéticas a la hora de analizar sus resultados, ya que por los 
resultados presentados en este trabajo los resultados de estos estudios no son extrapolables a 
la población mexicana. 
Las diferencias étnicas en relación con la frecuencia alélica de las variantes en el promotor 
del gen TYMS podrían tener importantes implicaciones en relación con las diferencias 
observadas en el desarrollo de los eventos tóxicos y en la respuesta a la quimioterapia basada 
en fluoropirimidinas entre diferentes poblaciones de pacientes (67, 137-139). Así mismo, no 
puede descartarse la presencia de otras mutaciones en regiones regulatorias gel gen TYMS 
con efectos directos en la inhibición de la enzima o la presencia de variantes en otros genes 
relacionados con el metabolismo del 5-FU con incidencia en el desarrollo de efectos tóxicos 
(140).  
Urge la necesidad de establecer un panel estandarizado basado en la construcción de bloques 
de haplotipos que agrupen todas las variantes del promotor del gen TYMS, así como otras 
variantes funcionales y su inclusión en un análisis de asociación genotipo-fenotipo 
poligénico en diferentes grupos étnicos, el cual podría develar el aporte relativo definitivo de 
dichas variantes en el desarrollo de la toxicidad sistémica y la respuesta clínica a las 
fluoropirimidinas (141, 142). 
En conclusión, a partir de los resultados de los primeros estudios funcionales y de la 
caracterización intratumoral de la expresión de la proteína TS y las variantes de línea 
germinal en el promotor del gen, así como en la región 3’UTR, estos se han propuesto como 
posibles marcadores de pronóstico y de respuesta y toxicidad a quimioterapia basada en 
fluoropirimidinas en el CCR. Sin embargo, el establecimiento de biomarcadores predictivos 
de respuesta y toxicidad en el tratamiento quimioterapéutico, requiere de su validación en 
ensayos clínicos controlados en poblaciones homogéneas. En esta instancia, en un ensayo 
clínico exploratorio, efectuado recientemente con un reducido grupo de pacientes con 
tumores de diferente origen, se ha empleado la genotipificación del VNTR en el promotor 
del gen TYMS como parámetro de evaluación de la dosis máxima tolerada en un esquema 
basado en Capecitabina, validando el uso de esta variante genética como marcador de 
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tolerancia al tratamiento quimioterapeútico con este fármaco (143). Si bien los resultados a 
nivel de expresión intratumoral de TS con respecto a la respuesta clínica han sido 
conflictivos, en gran parte por la ausencia de un método de análisis estandarizado que pueda 
catalogarse como gold standard,  estudios orientados a la medicina de precisión como el 
presente, están sustentados en la creciente evidencia de la relación de las variantes en el 
promotor del gen TYMS con la eficacia y la tolerancia al tratamiento con fluoropirimidinas 
en estudios de corte retrospectivo, lo que promueve su potencial uso como biomarcadores 
respuesta y toxicidad a 5-FU y compuestos análogos (144). Los resultados obtenidos en el 
presente trabajo están en esta misma línea de evidencia. 
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 CONCLUSIONES 
 
Se logró establecer un método para la genotipificación de las variantes en la región de 
amplificación del promotor del gen TYMS en pacientes con tumores gastrointestinales y en 
sujetos sanos. El método fue empleado con éxito para realizar los análisis de asociación entre 
los genotipos para estas variantes y la respuesta clínica objetiva y la toxicidad del tratamiento 
quimioterapéutico basado en fluoropirimidinas. 
Se estableció la asociación estadísticamente significativa entre el genotipo 2R/2R y un riesgo 
elevado de desarrollar toxicidad grave frente al tratamiento con fluoropirimidinas en 
pacientes con cáncer colorrectal. 
En un análisis de tipo prospectivo se estableció la asociación entre la presencia de los alelos 
3R, G y 6bp- de las variantes VNTR (rs45445694), SNV G/C (rs2853542) y del6bp 
(rs151264360) respectivamente, con un fracaso en la respuesta al tratamiento con 
fluoropirimidinas en pacientes con tumors de origen gastrointestinal. Una apore importante 
de este trabajo fue la determinación por primera vez del valor predictive independiente del 
diplotipo 3G como marcador de fracaso en la respuesta clínica a fluoropirimidinas en 
pacientes con tumores gastrointestinales. 
No se encontró evidencia de diferencias en la expression de los genes TYMS y ERCC1 entre 
los tejidos tumoral y sano de origen gastrointestinal.  
No se encontró evidencia de asociación entre las variantes en las regiones no codificantes del 
gen TYMS y su expression en tejidos tumorales. 
Se evidenció que la distribución de genotipos para las variantes en las regions no codificantes 
del gen TYMS en la población mexicana se aproxima a la de otras poblaciones américanas y 
caucásicas, pero dista mucho de aquellas presentadas por poblaciones asiáticas. 
Este trabajo muestra evidencia por primera vez, el valor predictivo de las variantes en 
regiones no codificantes del gen TYMS como marcadores de respuesta a quimioterapia para 
pacientes con tumores gastrointestinales en población mexicana. 
5 
66 
 
 PERSPECTIVAS 
 
Ampliar el rango de posibles biomarcadores de respuesta y toxicidad basado en el 
conocimiento de la farmacodinamia y farmacocinética del 5-FU y compuestos análogos y 
generar un panel de marcadores secuenciables por NGS para realizar estudios de asociación 
reproducibles a gran escala. 
Evaluar el perfil farmacocinético del 5-FU en los pacientes que reciben tratamiento y 
establecer la posible asociación entre los parámetros farmacocinéticos y la respuesta clínica 
y la toxicidad, así como con la presencia de variantes de línea germinal en genes candidatos. 
Evaluar la expresión de TS en una muestra más amplia de tejidos utilizando la metodología 
empleada para analizar la expresión del gen TYMS en el presente trabajo, corroborar los 
resultados con el análisis de expresión a nivel de proteína y analizar la posible asociación 
entre la expresión de TYMS y la respuesta clínica a la quimioterapia basada en 
fluoropirimidinas. 
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Anexo 1.  Evaluación de la estabilidad de la expresión de los genes de interés (TYMS y 
ERCC1) relativa a los genes normalizadores (B2M, GAPDH y URM1) en las muestras 
de tejido tumoral y sano. 
Para evaluar la estabilidad de la expresión relativa de los genes de interés frente a los genes 
normalizadores, se generaron curvas dinámicas que representaran diluciones seriadas en 
factores de 10 de cADN frente a los valores calculados de ΔCt para muestras pareadas de 
tejido tumoral y sano.  
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Anexo 2.  Evaluación de la eficiencia de la amplificación por qPCR de los genes de 
interés (TYMS y ERCC1) y de los genes normalizadores (B2M y URM1) 
La evaluación de la eficiencia de amplificación para todos los genes se realizó mediante la 
elaboración de curvas estándar de concentración (diluciones por factor de 10) de cADN vs 
Cq, utilizando triplicados técnicos para cada dilución. Para el cálculo de la eficiencia de 
amplificación se utilizó la siguiente fórmula: 
E = [10(-1/m)]-1 
En dónde E=Eficiencia de la reacción de amplificación y m=Pendiente de la gráfica de Log
 
concentración de cADN Vs Cq. Se estableció un rango de eficiencia de amplificación 
aceptable de 90 -110% (que corresponde a una pendiente de -3,58 a -3,10). 
 
Para ERCC1 se calculó una eficiencia de 101%: 
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Para TYMS se calculó una eficiencia de 107%: 
 
Para URM1 se calculó una eficiencia de 104%: 
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Para B2M se calculó una eficiencia de 101%: 
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